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OZET

Tlberkiloz biyolojik, sosyoekonomik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi karmasik bir hasta-
liktir. Mycobacterium tuberculosis ile enfekte kisilerin sadece %10’unda aktif hastalik gelismesi nedeniy-
le, konak genetiginin tiberkiloz icin risk faktorlerini etkileyebilecegi one surilmustir. Bu calismada,
hastaliga karsi duyarlilik veya direnc ile iliskili oldugu belirtilen, sitokin tretiminden sorumlu gen bolge-
lerindeki tek niikleotid polimorfizm varhiginin “Amplification Refractory Mutational System” (ARMS) po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCR-“Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)” yontemle-
riyle arastirilmasi amaclanmustir. Tek niikleotid polimorfizm varligi timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ge-
ni promotor -308 G>A (rs1800629) bolgesinde, interferon gama (IFN-y) geni +874 T>A (rs61923114)
bolgesinde, interlokin (IL)-12B p40 geni 1188 A>C (rs3212227) bolgesinde, IL-10 geni promotor -1082
G>A (rs1800896) bolgesinde ve IL-4 geni promotor -590 C>T (rs2243250) bolgesinde arastinlmistir. Ca-
lismaya, klinik 6rneklerinin kilttiriinde M.tuberculosis kompleksi izole edilen 84 tiiberkiiloz hastasi (71 er-
kek, 13 kadin; ortalama yas: 32.57 + 15.94 yil) ile kontrol grubu olarak 110 saghkh kan dondri (93 er-
kek, 17 kadin; ortalama yas: 29.40 + 11.56 yil) dahil edilmistir. Hastalarin 76 (%90.5)'si akciger, 8
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(%9.5)'i akciger disi tiiberkuloz olarak tani almistir. Hastalarin 79 (%94.1)'u yeni tani konmus, 5 (%5.9)'i
ise daha 6nceden gecirilmis tliberkiloz oykisu (niiks tiiberkiiloz) olan olgulardir. Hastalarin 58 (%69)‘in-
de ise aside direncli basil (ARB) pozitifligi saptanmustir. Tek niikleotid polimorfizmi sonuclarina gére TNF-
o geni promotor -308 G>A bdlgesi polimorfizmi icin saglikli kontrol grubu Hardy-Weinberg dagilimi ba-
kimindan dengedeyken, hasta grubu dengede olmadigindan bu iki grubun gen frekanslari bakimindan
karsilagtirlmasi yapilamamistir. IFN-y geni +874 T>A boélgesi, IL-12B p40 geni 1188 A>C bdlgesi, IL-10
geni promotor -1082 G>A bdlgesi ve IL-4 geni promotor -590 C>T bdlgesi polimorfizmleri sonucu allel
ve genotip dagilimlarinda hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bu-
lunamamistir (p> 0.05). ARB pozitif (n= 58) ve negatif (n= 26) hastalar ve akciger tiberkiilozlu ARB po-
zitif (n= 56) ve negatif (n= 20) olan hastalar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis-
tir (p> 0.05). Sonug olarak, calisilan popilasyonda sitokin salinimindan sorumlu gen bdlgelerindeki tek
niikleotid polimorfizm varligi ile tiiberkiiloza direng ya da duyarllikla ilgili istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamamistir. Yaptigimiz bu calismada, sadece sitokin salinimindan sorumlu bazi gen bélgelerin-
deki tek niikleotid polimorfizmleri arastiriimistir. Bu sebeple gerek sitokin salinimini kontrol eden genler-
deki gerekse bu sitokinlerin baglandiklari reseptorlerdeki polimorfizmlerin daha ayrintili olarak arastiril-
masi gerekmektedir. Calisma nispeten kiiclik bir poptllasyonda gerceklestirilmis olup, elde ettigimiz bul-
gularin, Glkemizde tiiberkiiloz imminolojisinin molekiiler epidemiyolojisine dnemli katki saglayacag: du-
sindlmastar.

Anahtar s6zciikler: Mycobacterium tuberculosis; tiiberktiloz; sitokin; gen polimorfizmi; genetik yatkinlik.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a complicated disease in which biological, socioeconomical and environmental
factors play role. Since only 10% of the individuals infected with Mycobacterium tuberculosis develop ac-
tive disease, it has been suggested that host genetic factors may influence the risk for the development
of TB. In this study, we aimed to investigate the presence and role of single nucleotide polymorphisms
in the gene regions responsible for cytokine production, since these factors are considered to be associ-
ated with susceptibility or resistance to disease development. Single nucleotide polymorphisms were in-
vestigated by Amplification Refractory Mutational System (ARMS) Polymerase Chain Reaction (PCR) and
PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) methods. The presence of single nucleotide
polymorphisms were analyzed in tumor necrosis factor alpha (TNF-0) gene promoter -308 G>A
(rs1800629) region, interferon gamma (IFN-y) gene +874 T>A (rs61923114) region, interleukin (IL)-12B
p40 gene 1188 A>C (rs3212227) region, IL-10 gene promoter -1082 G>A (rs1800896) region and IL-4
gene promoter -590 C>T (rs2243250) region. A total of 84 patients (71 male, 13 female; mean age:
32.57 + 15.94 years) whose clinical samples yielded M.tuberculosis complex growth, and 110 healthy
blood donors (93 male, 17 female; mean age: 29.40 + 11.56 years) as control group were included in
this study. Of the patients, 76 (90.5%) were diagnosed as pulmonary and 8 (9.5%) as extrapulmonary
TB. While 79 (94.1%) patients were newly diagnosed as TB, 5 (5.9%) patients had a TB history (relap-
sed TB). It was detected that acid-fast bacilli (AFB) were positive in 58 (69%) patients. According to the
single nucleotide polymorphism results, gene frequencies could not be compared for TNF-a gene pro-
moter -308 G>A region since healthy controls were in Hardy-Weinberg equilibrium while the patients
were not. There were no statistically significant differences in allele and genotype distribution between
the patients and healthy controls in IFN-y gene +874 T>A region, IL-12B p40 gene 1188 A>C region, IL-
10 gene promoter -1082 G>A region and IL-4 gene promoter -590 C>T region (p> 0.05). There were
also no statistically significant differences between AFB positive (n= 58) and negative (n= 26) patients,
and AFB positive (n= 56) and negative (n= 20) pulmonary TB patients (p> 0.05). In conclusion, no sta-
tistically significant differences were found associated with the susceptibility or resistance to TB with
single nucleotide polymorphisms in the gene regions responsible for cytokine production in the study
population. Only some of the single nucleotide polymorphisms of the gene regions responsible for cyto-
kine release were investigated in our study. Therefore further detailed studies to investigate the poly-
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morphisms in the genes that control the cytokine release and receptors specific for these cytokines, sho-
uld be conducted. Although this study was performed in a relatively small sized population, these fin-
dings might provide a significant contribution to the epidemiologic data about the molecular immuno-
logy of TB in Turkey.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; cytokine; gene polymorphism; genetic susceptibility.

GIRis

Tiberkiloz (TB), glinimuzde halen yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyon hastalik-
larinin basinda gelmektedir. Her yil yaklasik 8.9-9.9 milyon kisi Mycobacterium tuberculo-
sis ile enfekte olmakta ve yaklasik 1.3 milyon kisi enfeksiyon nedeniyle kaybedilmektedir.
Enfekte kisilerin yaklasik %5-10’unda hastahgin klinik formu gelismektedir. Bu hastalarin
¢ok azinda insan immiinyetmezlik virtisti (HIV) pozitifligi ya da diyabet gibi risk faktorle-
ri tanimlanmis; diger hastalarda ise genetik yatkinlik ve cevresel faktorlerin aktif TB geli-
simine katkida bulundugu bildirilmistir'-2.

M.tuberculosis ile enfeksiyon sonrasi olusan immun yanit, basil ile konak savunma me-
kanizmalari arasindaki dengeyi yansitmaktadir. M.tuberculosis enfeksiyonu sirasinda, ba-
sile maruziyetin tglincl haftasinda salgilanan ve makrofajlari aktive eden Th1 tipi sito-
kinlerin koruyucu immiinitede cok énemli olduklari gésterilmistir®. Bunlardan birisi olan
interferon gama (IFN-y), makrofaj aktivasyonu ve MHC sinif Il ile birlikte antitimor ve
antimikrobisidal aktivitelerin uyariimasindaki en énemli sitokindir®. IFN-y geninde mutas-
yon bulunan kisiler, M.tuberculosis ve patojenik olmayan mikobakteri enfeksiyonlarina
karsi duyarlidirlar. Yapilan calismalarda, IFN-y geninin +874 timin (T)> adenin (A) ve 3’
“untranslated region” (UTR) 5644 A> guanin (G) bolgelerindeki tek niikleotid polimor-
fizmlerinin TB’ye duyarlilik ile iliskisi gosterilmistir®. Timor nekrozis faktér alfa (TNF-a)
ise, inflamatuvar yanrtin baglatiimasi, diizenlenmesi ve devam ettirilmesinde dnemli ro-
|0 olan gucli bir proinflamatuvar ve immiuinoregiilator sitokindir. TNF-a ayrica mikobak-
teriyel enfeksiyonlara karsi olusturulan yanitta apoptozun baslatiimasinda gereklidir.
TNF-a geni promotor -1031 T> sitozin (C), -863 C>A, -857 T>C, -308 G>A ve -238 G>A
tek niikleotid polimorfizmleri ile TB’ye duyarlilik arasindaki iligskiyi gosteren cesitli calis-
malar bulunmaktadir3.

interldkin (IL)-12, p35 ve p40 alt Gnitelerinden olusan heterodimerik bir sitokin olup,
IL-12A geni p35, IL-12B geni ise p40 alt {nitesini kodlar>. Bu sitokin, hiicre ici yerlesen
patojenlere karsi uzun donem korunmayi diizenleyen bellek/efektor Th1 hicrelerinin
olusturulmasinda onemlidir. IL-12B 3’ UTR +1188 ve 3’ UTR +16974 A>C gen bdlgesi
polimorfizmleri ile TB arasindaki iliskinin varligi degisik calismalarda arastirilmistir®. IL-10
ise, M.tuberculosis’in fagosite edilmesinden sonra makrofajlar ve T lenfositleri tarafindan
Uretilen antiinflamatuvar bir sitokindir. Bu sitokin, M.tuberculosis’e karsi olusturulan Th1
yanitini baskilamakta, makrofajlarda M.tuberculosis ile uyarilan apoptozu azaltmaktadir
IL-10 ayrica, IFN-y, TNF-a ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokin yanitini da azaltir. Cesit-
li calismalarda, IL-10 geni promotor bolgesindeki -3575 T>A, -2763 C>A, -1082 A>G,
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-819 C>T ve -592 C>A tek niikleotid polimorfizmleri ile TB’ye duyarlilik arasindaki iligki
vurgulanmaktadir’. Th2 tipi antiinflamatuvar bir sitokin olan IL-4, genellikle TB'nin iler-
lemis safhalarinda ylkselmekte ve koruyucu Th1 yanitini azaltmaktadir. ilerleyen hasta-
likta immiinopatolojinin azalmasindan ziyade artmasina sebep olmaktadir®. IL-4 promo-
tor -1089 T>G, -590 C>T, -33 T>C ve IL-4 intron 3 “Variable Number of Tandem Repe-
ats (VNTR)” gen bolgelerindeki polimorfizmlerin TB’ye karsi duyarhliklarinin arastirildig
calismalar mevcuttur®.

TB’ye genetik yatkinlik tizerine yaptigimiz bu calismada, hastaliga karsi duyarhlk ve-
ya direng ile iligkili oldugu belirtilen, sitokin tretiminden sorumlu gen boélgelerindeki tek
nikleotid polimorfizm varliginin “Amplification Refractory Mutational System (ARMS)”
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve “PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)” yontemleriyle arastirlmasi amaclanmistir. Tek niikleotid polimorfizm varligi; Th1
tipi proinflamatuvar sitokinler (TNF-a geni promotor -308 G>A bodlgesi, IFN-y geni +874
T>A bodlgesi, IL-12B p40 geni 1188 A>C bolgesi) ile Th2 tipi antiinflamatuvar sitokinler-
de (IL-10 geni promotor -1082 G>A bolgesi, IL-4 geni promotor -590 C>T bolgesi) in-
celenmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Bu calismaya, 2011 yilinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana-
bilim Dali ve Giilhane Askeri Tip Akademisi Haydarpasa Egitim Hastanesi Gogus Hasta-
liklari Servisinde, klinik 6rneklerinden M.tuberculosis kompleksi (MTC) izole edilen sirasiy-
la 37 ve 47 hasta olmak Uzere toplam 84 TB hastasi alindi. MTC izolasyonu, kati (L6-
wenstein-Jensen) ve/veya sivi (BACTEC 460 TB ve/veya BACTEC MGIT 960, Becton Dic-
kinson, ABD) besiyerleri kullanilarak gerceklestirildi.

Saglikl kontrol grubu olarak, Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Mer-
kezi Kan Merkezine basvuran 110 kan donori calismaya dahil edildi. Kontrol grubu se-
cilirken cinsiyet ve yas ortalamalarinin hasta grubu ile uyumlu olmasina dikkat edildi.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhig, Etik Kurul Bagkanliginin onayi (17.04.2009
tarih ve 2009/56-04 sayi) ile gerceklestirilen bu calismada katilimcilarin bilgilendirilmis
onamlar alindi. Calismaya dahil edilen TB’li hasta ve saglkli donérlerden 3-4 ml perife-
rik kan 6rnegi, icerisinde antikoagulan (EDTA) bulunan tiplere alind.

Genomik DNA Ekstraksiyonu ve Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Hasta ve kontrollerden alinan tam kan orneklerindeki lenfosit ve graniilositlerden ge-
nomik DNA ekstraksiyonu “Roche High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche 11
796 828 001)’i kullanilarak Gretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

Calismada, TNF-a geni promotor -308 G>A (rs1800629) bdlgesi, IFN-y geni +874
T>A (rs61923114) bolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A>C (rs3212227) bolgesi, IL-10 geni
promotor -1082 G>A (rs1800896) bolgesi ve IL-4 geni promotor -590 C>T (rs2243250)
bslgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varligi arastirildi'®'3. Arastirilan gen bélgeleri-
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ne gore kullanilan yontemler, primerler ve kesim enzimleriyle Griin uzunluklari Tablo I'de
gosterildi.

ARMS PCR yonteminde her bir allelin amplifikasyonu, 50 pl’lik reaksiyon hacimlerin-
de [5 pl TOX PCR tampon, 2.5 pmol/ul MgCl,, 0.2 pmol/pl dNTP karisimi, 0.25 pmol/pl
her bir primer (IFN-y geni +874 T/A ve IL-10 geni promotor -1082 G/A icin ilave olarak
0.25 pmol/ul her bir internal kontrol primeri), 1.25 U Taq DNA polimeraz, 5 pl érnek
DNA'si] gercgeklestirildi.

Ist dongl cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Alimanya) amplifikasyon kosullari; TNF-
o icin 95°C’de 10 dakika baslangi¢c denattrasyonu, 10 dongii 95°C’de 15 saniye dena-
tirasyon, 64°C’de 50 saniye baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama, bunu takiben 20
dongl 95°C’de 20 saniye denatiirasyon, 59°C’de 50 saniye baglanma, 72°C’de 50 sa-
niye uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde uygulandi. IFN-y ve IL-10 igin
95°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 10 dongi 95°C’de 15 saniye denatiiras-
yon, 62°C’de 50 saniye baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama, bunu takiben 20 déngu
95°C’de 20 saniye denatiirasyon, 56°C’de 50 saniye baglanma, 72°C’de 50 saniye uza-
ma ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde uygulandi.

PCR-RFLP yonteminde her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu (IL-12B p40 ve IL-4 icin)
50 pl'lik reaksiyon hacimlerinde (5 pl 10X PCR tampon, 2.5 umol/ul MgCl,, 0.2 pmol/pl
dNTP karisimi, 0.25 pmol/ul her bir primer, 1.25 U Tag DNA polimeraz, 5 pl 6rnek
DNA's1) gerceklestirildi. IL-12B p40 icin amplifikasyon kosullari; 95°C’de 10 dakika bas-
langi¢ denatiirasyonu, 30 dongl 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 43°C’de 30 saniye
baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C’de 7 dakika son uzama seklinde uygulandi.
IL-4 icin ise amplifikasyon kosullari; 95°C’de 10 dakika baslangi¢c denatiirasyonu, 30
dongi 95°C’de 50 saniye denatiirasyon, 62°C’de 50 saniye baglanma, 72°C’de 50 sa-
niye uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde uygulandi.

IL-12B p40 RFLP analizi icin, ayri reaksiyon tiiplerinde PCR Urinlerinin 7 pl'si 2 Gnite
(0.2 pl) Tagl (Fermentas, #ER0671), 1 pyl 10X kesim tamponu (Tagl) ve 1.8 pl niikleaz
icermeyen steril su ile kanstirildiktan sonra 65°C’de 4-16 saat inkiibe edildi.

IL-4 RFLP analizi icin, ayr reaksiyon tiiplerinde PCR urinlerinin 5 pl’si 1 Gnite (0.5 pl)
BsmF| (Fermentas, #ER1811), 1 pl 10X kesim tamponu (Tango), 0.2 ul 50X kesim tam-
ponu [S-adenosyl-L-methionine (SAM)] ve 3.3 pl niikleaz icermeyen steril su ile karistiril-
diktan sonra 37°C’de 4-16 saat inktibe edildi. ARMS PCR ve PCR-RFLP uriinleri, %1.5’lik
agaroz jel elektroforezinden sonra 0.5 ug/ml etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ult-
raviyole transiluminatorde gorintilendi. Olusan bantlarin blyGkligu molekiler agirlik
standardi (GeneRuler 100 baz cifti [b¢] DNA Ladder, #SM0241, Fermentas) ile kiyasla-
narak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iligkileri ayri ayri ki-kare veya “likelihood ratio” tes-
tiyle incelendi. Anlaml bulunan genotip ve allel frekanslari icin odds orani hesaplandi.
Genotipler bakimindan gruplarin Hardy-Weinberg dengesi kontrol edildi. Surekli degis-
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kenler icin tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma cinsinden, kategorik de-
giskenler icin ise frekans ve yiizde olarak verildi. Istatistiksel analizler SPSS v.11.5.1 ve
MedCalc v.11.5.0 paket programlariyla yapildi. istatistiksel analizlerde p< 0.05 anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 84 hastanin 71 (%84.5)'i erkek, 13 (%15.5)'4 kadin olup, yas
ortalamalar 32.57 £ 15.94 (yas araligi: 13-72) yil olarak belirlenmistir. Saghkli kontrol
grubunu olusturan 110 kisinin ise 93 (%84.5)'l erkek, 17 (%15.5)’si kadin olup, yas or-
talamalari 29.40 £ 11.56 (yas arali§i:18-57) yildir. Hastalarin demografik ve klinik 6zel-
likleri Tablo Il’de gosterilmistir.

Tek Nikleotid Polimorfizmi Sonuglar

Agaroz jel elektroforezi sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesiyle hasta ve sag-
likli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Tablo Ill'te verilmistir. TNF-o promo-
tor -308 G>A (rs1800629) gen bolgesinde, hasta ve kontrol gruplarinda en sik G alleli-
ne rastlanmis; bu bolgedeki allel ve genotip dagilimi sonuglarina gore, saghkli kontrol
grubu Hardy-Weinberg dagiimi bakimindan dengedeyken, hasta grubu dengede olma-
digindan bu iki grubun gen frekanslari bakimindan istatistiksel karsilastiriimasi yapilama-
mistir (Tablo 11I). IFN-y geni +874 T>A (rs61923114) gen bdlgesinde A alleli, hasta ve
kontrol grubunda daha sik olarak bulunmus, allel (p= 0.26) ve genotip (p= 0.43) dagi-
limi bakimindan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlam-
It bir fark saptanmamistir (Tablo Il1). IL-10 geni promotor -1082 G>A (rs1800896) tek
niikleotid polimorfizmi icin genotip dagilimi bakimindan karsilastinima yapilirken, hasta
grubunda AA ve GG genotipi olmadigi icin istatistiksel karsilastirma sadece GA genotipi
icin yapilmistir. Sonucta, hasta ve kontrol gruplari arasinda allel (p= 0.80) ve genotip (p=
0.80) dagihmi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ayrica bu

Tablo II. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri (n= 84)

Yas Cinsiyet Tutulum yeri Yeni hasta  Niiks TB Toplam

ortalamasi (yil)  n (%) n (%) ARB n (%) n (%) n (%)
32.57 £15.94 Erkek Akciger TB Pozitif 48 (57.1) 3 (3.5) 51 (60.7)
71 (84.5) 67 (79.7) Negatif 15 (17.8) 1(1.2) 16 (19.0)

Akciger disi TB Pozitif - - -

4 (4.8) Negatif 4 (4.8) - 4 (4.8)

Kadin Akciger TB Pozitif 5(5.9) - 5(5.9)

13 (15.5) 9(10.7) Negatif 4 (4.8) - 4 (4.8)

Akciger disi TB Pozitif 1(1.2) 1(.2) 2(2.4)

4 (4.8) Negatif 2(2.4) - 2(2.4)

79 (94.0)  5(5.9) 84 (100)

ARB: Aside direncli basil; TB: Tiiberkiloz.
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Tablo . Hasta ve Saglikli Kontrol Gruplarinda Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuglarina Gére Allel ve Geno-
tip Dagilimi

Polimorfizm Hasta grubu  Kontrol grubu
bolgesi (n=84) (n=110) P OR %95 GA p
TNF-a -308 G>A
Allel tipi
G alleli 123 (%73.2) 198 (%90)
A alleli 45 (%26.8) 22 (%10)
Genotip
GG 41 (%48.8) 88 (%80)
GA 41 (%48.8) 22 (%20)
AA 2 (%2.4) -
IFN-y +874 T>A
Allel tipi
T alleli 69 (%41.1) 104 (%47.3) 0.26 1.28 0.85-1.93 0.22
A alleli 99 (%58.9) 116 (%52.7)
Genotip
T 15 (%17.9) 28 (%25.5) 0.43 1.00 - -
TA 39 (%46.4) 48 (%43.6) 1.51 0.71-3.23 0.28
AA 30 (%35.7) 34 (%30.9) 1.64 0.74-3.65 0.21
IL-10 -1082 G>A
Allel tipi
G alleli 84 (%50) 106 (%48.2) 0.80 0.92 0.62-1.40 0.72
A alleli 84 (%50) 114 (%51.8)
Genotip
GG - 1 (%0.9) 0.80
GA 84 (%100) 104 (%94.5)
AA - 5 (%4.6)
IL-12B p40 1188 A>C
Allel tipi
A alleli 124 (%73.8) 160 (%72.7) 0.92 0.94 0.60-1.49 0.81
C alleli 44 (%26.2) 60 (%27.3)
Genotip
AA 47 (%56) 58 (%52.7) 0.82 1.00 - -
AC 30 (%35.7) 44 (%40) 0.84 0.46-1.53 0.57
CcC 7 (%8.3) 8 (%7.3) 1.08 0.36-3.19 0.89
IL-4 -590 C>T
Allel tipi
C alleli 140 (%83.3) 193 (%87.7) 0.27 1.43 0.80-2.53 0.22
T alleli 28 (%16.7) 27 (%12.3)
Genotip
CcC 58 (%69) 83 (%75.5) 0.14 1.00 - -
CT 24 (%28.6) 27 (%24.5) 1.27 0.66-2.42 0.46
T 2 (%2.4) - 7.13 0.33-151.41 0.20

OR: Odds orani; GA: Given araligi.
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gen bolgesi icin populasyonun Hardy-Weinberg dagilimi bakimindan dengede olmadi-
g1 izlenmistir (Tablo III). IL-12B p40 geni 1188 A>C (rs3212227) gen bolgesinde A alle-
li, hasta ve kontrol grubunda daha sik belirlenmis; allel (p= 0.92) ve genotip (p= 0.82)
dagihmi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistir
(Tablo 1lI). IL-4 geni promotor -590 C>T (rs2243250) gen bolgesinde C alleli, hasta ve
kontrol grubunda daha sik olarak saptanmius; allel (p= 0.27) ve genotip (p= 0.14) dagi-
imi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigr gorilmus-
tir (Tablo 1I1).

Tek niikleotid polimorfizm varligi ARMS PCR yontemiyle arastirilan gen bolgelerinin
(TNF-a geni promotor -308 G>A, IFN-y geni +874 T>A, IL-10 geni promotor -1082 G>
A) PCR irtnleri ile PCR amplifikasyonunun gerceklestigini gostermek icin insan biyime
hormonu nikleotid dizisinin 426 bc’lik bolgesinin amplifikasyon Grtinlerinin %71.5'lik
agaroz jel elektroforez goruntdleri Resim 1’de gosterilmistir. PCR-RFLP yontemi ile aras-
tirllan gen bdlgelerinin (IL-12B p40 geni 1188 A>C, IL-4 geni promotor -590 C>T) PCR
ve kesim urlinlerinin %1.5’lik agaroz jel elektroforez gortintiileri ise Resim 2’de verilmis-
tir.

Tek niikleotid polimorfizmi analizlerinden elde edilen sonuclara gore, akciger ve akciger
disi TB gruplarindaki hasta sayilariyla, yeni tani konmus hasta ile eski hasta sayilar istatis-
tiksel olarak karsilagtirmaya uygun olmadig icin bu gruplarin kendi aralarinda TB’ye gene-
tik yatkinlik bakimindan allel ve genotip dagilimi icin bir karsilastirma yapilamamuistir.

Resim 1. ARMS PCR liiriinlerinin agaroz jel elektroforez gériinttisti [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler adirlik
standardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas)] (A: A alleli, G: G alleli, T: T alleli).

A: TNF-a geni promotor -308 G>A tek ntikleotid polimorfizmi (184 bg) (1 nolu 6rnek: AA Homozigot; 2 nolu
ornek: GG Homozigot; 3 nolu érnek: GA Heterozigot; 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol).

B: IFN-y geni +874 T>A tek niikleotid polimorfizmi (261 bg) ile insan biiyiime hormonu ntikleotid dizisi (426
bg) (1 nolu érnek: AA Homozigot; 2 nolu érnek: TT Homozigot; 3 nolu érnek: TA Heterozigot; 4 nolu érnek:
Negatif kontrol).

C: IL-10 geni promotor -1082 G>A tek niikleotid polimorfizmi (550 bg) ile insan btiyiime hormonu niikleotid
dizisi (426 bg) (1 nolu érnek: AA Homozigot; 2 nolu érnek: GG Homozigot; 3 nolu érnek: GA Heterozigot; 4
nolu 6rnek: Negatif kontrol).
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Resim 2. PCR-RFLP tiriinlerinin agaroz jel elektroforez gériintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molektiler agirlik stan-
dardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas)].

A: IL-12B p40 geni 1188 A>C tek niikleotid polimorfizmi PCR gériintiisii (Kolon 1, 2, 3: 233 b¢’lik amplifikas-
yon trtinleri; Kolon 4: Negatif kontrol).

B: IL-12B p40 geni 1188 A>C tek niikleotid polimorfizmi Taql RFLP dirtinleri [Kolon 1: AA Homozigot (233 bg);
Kolon 2: CC Homozigot (165 bg + 68 bg); Kolon 3: AC Heterozigot (233 b¢ + 165 b¢ + 68 bg),; Kolon 4: Ne-
gatif kontrol].

C: IL-4 geni promotor -590 C>T tek niikleotid polimorfizmi PCR gériintiisii (Kolon 1, 2, 3: 254 b¢'lik amplifi-
kasyon dirtinleri; Kolon 4: Negatif kontrol).

D: IL-4 geni promotor -590 C>T tek niikleotid polimorfizmi BsmFl RFLP tiriinleri (44 b¢’lik RFLP tiriindi %1.5 ‘lik
agaroz jel elektroforezinde gériilememektedir) [Kolon 1: TT Homozigot (254 bg); Kolon 2: CC Homozigot (210
b¢ + 48 bg); Kolon 3: CT Heterozigot (254 b¢ + 210 bg + 48 bg); Kolon 4: Negatif kontrol].

Hasta grubu, ARB pozitif (n= 58) ve negatif (n= 26) olarak iki gruba ayrildiginda, bu
iki grup arasinda, polimorfizm varligi arastirilan gen bélgeleri icin allel ve genotip dagi-
hmlari bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir. Ancak bu analiz,
TNF-o geni promotor -308 G>A ve IL-10 geni promotor -1082 G>A tek niikleotid poli-
morfizmi icin yapilamamistir (Tablo 1V).

Calismada akciger TB tanisi alan 76 (%90.5) hasta ARB pozitif (n= 56) ve negatif (n=
20) olarak iki gruba ayrildiginda, bu iki grup arasinda da, polimorfizm varligi arastirilan
gen bodlgeleri icin allel ve genotip dagihmlari bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmamustir. Ancak bu analiz, TNF-a geni promotor -308 G>A ve IL-10 geni pro-
motor -1082 G>A tek niikleotid polimorfizmi icin yapilamamistir (Tablo V).

TARTISMA

TB, biyolojik, sosyoekonomik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi karmasik bir
hastalik olup, 6nemli bir kiiresel saglik problemi olarak varligini korumaktadir'®. Enfeksi-
yon hastaliklarinda konak genetik faktorlerin roliiniin ortaya cikariimasi, enfeksiyonlara
yatkinlikta bireysel direnc ya da duyarliigin nedenlerini aciklayabilmektedir'>'¢. TB’ye
karst immin yanit, antijen sunan hiicreler ile lenfositler arasindaki etkilesim ve bu hiicre
tiplerinden salgilanan sitokinlerle diizenlenmektedir. Sitokinler diisiik derecede genetik
degisim gostermelerine ragmen, enfeksiyon hastaliklarina karsi duyarlihg etkileyen ko-
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Tablo IV. Hasta Grubunun (n= 84) ARB Sonuglarina Gére Allel ve Genotip Dagilimi
Polimorfizm ARB pozitif ARB negatif

bolgesi (n= 58) (n= 26) p OR %95 GA P
IFN-y +874 T>A
Allel tipi
T alleli 51 (%44) 18 (%34.6) 0.33 0.67 0.34-1.33 0.25
A alleli 65 (%56) 34 (%65.4)
Genotip
T 13 (%22.4) 2 (%7.7) 0.25 1.00 - -
TA 25 (%43.1) 14 (%53.8) 0.27 0.05-1.40 0.11
AA 20 (%34.5) 10 (%38.5) 0.31 0.06-1.64 0.16
IL-12B p40 1188 A>C
Allel tipi
A alleli 84 (%72.4) 40 (%76.9) 0.67 1.27 0.59-2.72 0.53
C alleli 32 (%27.6) 12 (%23.1)
Genotip
AA 31 (%53.5) 16 (%61.5) 0.78 1.00 - -
AC 22 (%37.9) 8 (%30.8) 1.42 0.52-3.89 0.49
CcC 5 (%8.6) 2 (%7.7) 1.29 0.22-7.40 0.77
IL-4 -590 C>T
Allel tipi
C alleli 98 (%84.5) 42 (%80.8) 0.79 0.77 0.33-1.81 0.55
T alleli 18 (%15.5) 10 (%19.2)
Genotip
CC 40 (%69) 18 (%69.2) 0.07 1.00 - -
CcT 18 (%31) 6 (%23.1) 1.35 0.46-3.97 0.58
T - 2 (%7.7) 0.09 0.00-1.99 0.12

OR: Odds orani; GA: Giiven araligi; ARB: Aside direncli basil.

nak faktorleri arasinda yer almaktadir. Sitokin genlerinin promotor ya da kodlama bdlge-
lerindeki polimorfizmleri iceren bircok calisma bulunmaktadir. Bu genlerdeki mutasyon-
lar, transkripsiyonel aktivasyonu etkileyen transkripsiyon faktor tanima bolgelerinde de-
gisiklige ve degisen diizeyde sitokin iiretimine sebep olabilmektedir'®!”. Sunulan bu ¢a-
lismanin amaci, TB’ye karsi duyarlilik veya direnc ile iliskili oldugu belirtilen, sitokin Gre-
timinden sorumlu gen bdélgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varhiginin arastirilmasi-
dir. Calisma sonucunda, hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda, sitokin tretiminden so-
rumlu gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmi sonuclarina gore allel ve genotip
dagihmi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (Tablo IlI).

IL-10 geni promotor bélgesi -1082 G>A tek niikleotid polimorfizm varligi ile TB'ye ge-
netik yatkinlik tizerine Kolombiya'® ve Hindistan’da'® TB'li hastalar ve saglikli bireylerde
yapilan calismalarda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandigi bildirilmistir. Diger
yandan Cin%® ve Misir’da?' yapilan calismalarda istatistiksel olarak anlamli bir farkin bu-
lunmadigi vurgulanmistir. Ulkemizde ise bu gen bolgesindeki polimorfizm varligi ile
TB’ye duyarllik arasinda anlamli bir iliskinin oldugunu bildiren calismalar bulunmakta-
dir’>25, Bu calismalardan elde edilen verilerin aksine bizim calismamiz sonucunda, has-
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Tablo V. Akciger TB Tanisi Alan Hastalarin (n= 76) ARB Sonuglarina Gére Allel ve Genotip Dagilimi
Polimorfizm ARB Pozitif ARB Negatif

bolgesi (n= 56) (n=20) P OR %95 GA p
IFN-y +874 T>A
Allel tipi
T alleli 49 (%43.7) 14 (%35) 0.43 0.69 0.33-1.46 0.33
A alleli 63 (%56.3) 26 (%65)
Genotip
T 12 (%21.4) 2 (%10) 0.52 1.00 - -
TA 25 (%44.6) 10 (%50) 0.42 0.08-2.21 0.30
AA 19 (%34) 8 (%40) 0.39 0.07-2.19 0.28
IL-12B p40 1188 A>C
Allel tipi
A alleli 82 (%73.2) 29 (%72.5) 0.90 0.96 0.43-2.17 0.93
C alleli 30 (%26.8) 11 (%27.5)
Genotip
AA 31 (%55.36) 11 (%55) 0.99 1.00 - -
AC 20 (%35.71) 7 (%35) 1.01 0.34-3.05 0.98
CcC 5 (%8.93) 2 (%10) 0.89 0.15-5.25 0.89
IL-4 -590 C>T
Allel tipi
C alleli 94 (%83.9) 35 (%87.5) 0.77 1.34 0.46-3.88 0.58
T alleli 18 (%16.1) 5 (%12.5)
Genotip
CcC 38 (%67.9) 16 (%80) 0.09 1.00 - -
cT 18 (%32.1) 3 (%15) 2.53 0.65-9.79 0.30
T - 1 (%5) 0.14 0.00-3.69 0.28

OR: Odds orani; GA: Giiven arahidi; TB: Tiiberkiiloz; ARB: Aside direncli basil.

ta grubu ile saghkli kontrol grubu arasinda IL-10 geni promotor bdlgesi -1082 G>A tek
nikleotid polimorfizmi sonuglar bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulun-
madigi ve calisilan populasyonun dengede olmadigi belirlenmistir. Bunun sebebinin, ¢a-
hstigimiz hasta ve saglikli kontrol poptlasyonunun diger calismalara dahil edilenlerden
farkl olmasindan kaynaklanabilecegi dusuiniilmektedir. Clinkl bu tip genetik calismala-
ra dahil edilen poptilasyonlardaki bireylerin allel ve genotip frekanslarinin farklilik goste-
rebilecegi ve ayni Ulkenin degisik populasyonlarinda yapilan calisma sonuglarinin birbi-
riyle uyumlu olmadigi bildiriimektedir'”2426_ IFN-y +874 T>A tek niikleotid polimorfizmi
icin bunun gibi birbiriyle uyumlu olmayan sonuclara iilkemizde?32>?7.28 ve Hindis-
tan’da®?’ yapilan calismalarda da rastlanmistir. Yine, Hindistan’da TNF-a geni promotor
-308 G>A tek niikleotid polimorfizm varligi ile ilgili yapilan cahismalarda birbiriyle uyum-
lu olmayan sonuclar bildiriimistir®3. Ulkemizde bu gen bdlgesindeki polimorfizm varli-
g1 ile ilgili yapilan calismalarda, bizim calismamizda oldugu gibi, istatistiksel olarak an-
lamli bir iliskinin tespit edilemedigi belirtilmistir?3-25.

IL-12B p40 1188 A>C tek niikleotid polimorfizm varligi ile ilgili tGlkemizde yapilan ¢a-
hisma sayisi azdir. Samsun’da yapilan bir calismada, bizim ¢alismamizda oldugu gibi, has-
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ta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir?®. Aytekin
ve arkadaslarinin®! bildirdigi BCG lenfadenitli ve rekiirren oral kandidiyazli yedi aylik bir
erkek olguda ise, bizim calismamizdan farkli olarak, IL-12 reseptor beta (IL-12RB) 1 gen
bolgesinde yeni bir mutasyon (64+1G>T) varligi saptanmistir. Diinya genelinde, bu gen
bolgesi ile TB’'ye genetik yatkinlik arasinda istatistiksel olarak anlamli iliskinin tespit edil-
digi®>*? ve edilemedigi**3* calismalar bildirilmistir. Yine iilkemizde, IL-4 promotor -590
C>T polimorfizm varhdi ile ilgili benzer bir calismaya rastlanmamistir. Bu konu ile ilgili
yaptigimiz calisma Glkemiz icin bir ilktir. Bu calisma sonucunda allel ve genotip dagilim-
larinda hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik go-
rilmemekle birlikte, bu sonuglarin tlkemizin epidemiyolojik verilerine 6nemli katkida
bulunacagr disiinilmiistiir. Hindistan® ve Iran’da® akciger TB'li hastalar ve saglikl kont-
rollerde yapilan calismalarda, bu gen bélgesindeki tek niikleotid polimorfizmi ile TB'ye
genetik yatkinlk arasinda istatistiksel olarak anlamli iliskinin oldugu bildiriimekle birlikte,
yine Hindistan’da yapilan iki farkl caismada genetik yatkinlik ile ilgili istatistiksel olarak
anlamli bir iliskinin saptanamadigi belirtiimektedir®>>.

Calisma sonucunda akciger ve akciger disi TB gruplarindaki hasta sayilariyla, yeni ta-
ni konmus hasta ile eski hasta sayilarinin istatistiksel olarak karsilastirmaya uygun olma-
masindan dolay! bu gruplarin kendi aralarinda TB’ye genetik yatkinhk bakimindan allel
ve genotip dagilimi icin karsilagtirmalari yapilamamistir. Hasta grubu (n= 84) kendi icin-
de ARB sonuclarina gore ikiye ayrildiginda, allel ve genotip dagilimlari bakimindan ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 1V). Akciger TB'li hastalar (n= 76) da
yine ARB sonuclarina gore iki gruba ayrildiginda, allel ve genotip dagilimlari yoniinden
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (Tablo V).

Sonug olarak yaptigimiz bu calismada, Th1 tipi proinflamatuvar sitokin (TNF-a geni
promotor -308 G>A bolgesi, IFN-y geni +874 T>A bolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A>C
bolgesi) ve Th2 tipi antiinflamatuvar sitokin (IL-10 geni promotor -1082 G>A bdélgesi, IL-
4 geni promotor -590 C>T bolgesi) gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varli-
g1 ile TB'ye genetik yatkinlik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamuistir.
Konagin immiin sisteminde, sitokin salinimini kontrol eden bircok gen bdlgesi ve bu si-
tokinlerin salgilandiktan sonra fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri icin degisik hiicrele-
re baglanmalarini saglayan cok sayida reseptor bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda sa-
dece sitokin salinimindan sorumlu bazi gen bdélgelerindeki tek nikleotid polimorfizmle-
ri arastinlmistir. Bu sebeple gerek sitokin salinimini kontrol eden genlerdeki gerekse bu
sitokinlerin baglandiklari reseptorlerdeki polimorfizmlerin daha ayrintili olarak arastiril-
masi gerekmektedir. Yaptigimiz calisma nispeten kuiclik bir popilasyonda gerceklestiril-
mis olup, calismadan elde ettigimiz bulgularin, Glkemizde TB immiinolojisinin moleku-
ler epidemiyolojisine 6nemli katki saglayacagr umulmaktadir.

TESEKKUR

Bu calismanin istatistiksel analizlerinin yapilmasinda emegi gecen Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Didem Derici’ye tesekkur ederiz.
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