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ÖZET 

ASTIM HASTALIĞINDA IL-18 GEN POLİMORFİZİMİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

                                                            NİL OCAK 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

MOLEKÜLER BİYOLOJİ VE GENETİK 

(TEZ DANIŞMANI: DR. ÖĞR. ÜYESİ AYLA SOLMAZ AVCIKURT) 

BALIKESİR, KASIM - 2018 

 

          Genetik ve çevresel faktörlerin etkisi ile oluşan astım, solunum yollarında 

obstrüksiyon ile giden bir hastalıktır. Doğuştan ve edinilmiş bağışıklık sisteminin 

önemli düzenleyicisi olan IL-18, insanda kromozom 11q22.2-2-q22.3 üzerinde 

bulunan, altı ekzon, beş introndan oluşan bir sitokindir. Bu çalışmada IL-18 gen 

promotorunda var olan -607 (rs1946518) A/C, -656 (rs1946519) G/T nükleotid 

değişimi kapsayan polimorfizmlerin astım hastalığı ile ilişkisi araştırıldı. Çalışmada 

astım hastalığı tanısı konan 100 hastada  (53 erkek, 47 kadın; yaş ortalaması 

52.58±12.26), 101 sağlıklı kontrolde (50 erkek, 51 kadın; yaş ortalaması 

54.88±10.54) IL-18 promotor -607 (rs1946518) A/C nükleotid değişimi, -656 ve 

(rs1946519) G/T değişimi polimeraz zincir reaksiyonu ve kısıtlayıcı enzimler 

kullanılarak incelendi. Hasta ve kontrol grupları -607 bölgesinde genotip dağılımı 

CC için sırasıyla % 49 ve %64, CA için % 46 ve %34,AA için ise % 5 ve %3 olarak 

bulundu. -656 bölgesinde ise hasta ve kontrol gruplarında IL-18 bölgesinde genotip 

dağılımı GG için sırasıyla % 49 ve %55, GT için % 37 ve %41,TT için ise %14 ve 

%5 olarak bulundu. 607 C allel frekansı hasta grubunda kontrollere göre daha az 

bulundu.(p=0,054). -607 hasta (n=49 %49,0) ve kontrol grubu (n=64 %63,3) ile 

karşılaştırıldığında CC genotip oranları arasında anlamlı farklılık saptanmış olup; 

hasta grupta CC varyant oranı kontrol grubundan düşük bulunmuştur (p=0,040). IL-

18 promotor -656 da hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında GG ve GT varyant 

oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermedi. TT genotip oranları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmış olup; hasta grupta TT (n=14 

%14,0) genotip kontrol grubundan (n=5 %5,0) yüksek bulunmuştur (p=0,028). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANAHTAR KELİMELER: Astım, IL-18 promotor, polimofizm, PCR-RFLP, 

Genotip. 



ii 
 

ABSTRACT 

INVESTIGATION OF IL-18 GEN POLYMORPHISM IN ASTHMA 

DISEASE 

MSC THESIS 

NİL OCAK 

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS 

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYLA SOLMAZ AVCIKURT) 

BALIKESİR, NOVEMBER 2018 

 

Asthma, caused by genetic and environmental factors, is a disease 

characterized by obstruction of the respiratory tract. IL-18, an important regulator 

of innate and acquired immune system, is a cytokine consisting of six exons, five 

introns, located on chromosome 11q22.2-2-q22.3. In this study, we investigated the 

association of polymorphisms with ler607 (rs1946518) A/C, -656 (rs1946519) G/T 

nucleotide changes in the IL-18 gene promoter with asthma. In this study, 100 

patients (53 males, 47 females; mean age 52.58 ± 12.26 years) with asthma disease, 

101 healthy controls (50 males, 51 females; mean age 54.88 ± 10.54). ) IL-18 

promoter -607 The change of -656 and (rs1946519) G / T were investigated using 

polymerase chain reaction and restriction enzymes. The distribution of genotypes in 

the patient and control groups -607 was 49% and 64%, 46% and 34%, and 5% and 

3%, respectively. In the -656 region, the distribution of genotypes in the IL-18 

region in the patient and control groups was 49% and 55% for GG, 37% and 41% 

for GT and 14% and 5% for TT, respectively. -607 C allele frequency was lower in 

the patient group compared to controls (p = 0.054). -607 (n = 49% 49.0) and control 

group (n = 64% 63.3) compared with the CC genotype ratio was found a significant 

difference; CC variant ratio was found to be lower in the patient group than the 

control group (p = 0.040). IL-18 promoter -656 compared the patient and control 

group GG and GT variant rates did not show a statistically significant difference. 

There was a statistically significant difference between TT genotype ratios; In the 

patient group, TT (n = 14% 14,0) was higher than the control group (n = 5, 5,0%) 

(p = 0,028). 
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1. GİRİŞ 

 Astım kronik akciğer hastalığı olup, dünyada yaklaşık 100 milyon kişiyi 

etkilemektedir ve bu rakamın 2025’te 300 milyon olması beklenmektedir [1]. Astım, 

atopinin ve total serum IgE (immünglobin E) düzeyinin artması ile ilişkili kompleks 

bir hastalıktır [2]. Allerjik astım önemli bir halk sağlığı problemidir. Dünya 

nüfusunun neredeyse %20’si bu hastalık ile mücadele etmektedir. Hava kirliliği ve 

çevresel etkenler nedeniyle görülme sıklığı küresel olarak artmaktadır [3]. Çocuk ve 

erişkinler için yapılan araştırmalarda, görülme sıklığının dünyada farklı ülkelerde 

%1-18 arasında değiştiği görülmüştür [4]. Birçok astım hastasında ilk belirtiler okul 

öncesi dönemde ortaya çıkmakla birlikte, kronik semptomlar genç erişkinlerde ortaya 

çıkmakta, erken yaşta hırıltı ve bronş aşırı duyarlılık semptomları daha yüksek 

oranda gözlenmektedir [5]. 

 

 Astım hastalığında risk etmenleri, kişisel risk etmenleri ve çevresel risk 

etmenleri olmak üzere 2’ye ayrılır. Kişisel risk etmenleri genetik, cinsiyet ve 

obezitedir. Çevresel risk etmenleri ise allerjenler, hava kirliliği, sigara maruziyeti ve 

enfeksiyonlardır. Çevresel faktörlerin alerjik astım patogenezine katkıda bulunduğu 

öne sürülmüştür [6]. Astımın psikososyal streslerden, enfeksiyöz ajanlara ve 

allerjenlere kadar uzanan etyolojik nedenleri vardır [7]. Gen-çevre etkileşimi üzerine 

yapılan araştırmalar, astımın karmaşık mekanizması hakkında bakış açımızı 

genişletebilir [8]. Çevresel faktörler genetik yatkınlık ile birlikte, çevresel faktörlere 

duyarlılık ve antijene spesifik serum IgE’nin eşlik ettiği astımı ortaya çıkartmaktadır. 

[9]. 

 

 Astım ve atopi artmış bronş aşırı duyarlılığı ve artmış kan eozinofili sayısı ile 

yakından bağlantılıdır [10]. Atopi çevremizde bulunan allerjenlerin vücudumuzda 

alerji oluşturması için eğilimli olma durumudur. Astım, aralıklı, hava yolu 

obstrüksiyonu ve hava yolu aşırı duyarlılığı ve enflamasyonu ile karakterize 

kompleks bir hastalıktır. Sebepleri bilinmemekle birlikte, astımın patolojik ifadesi 

havayollarının enflamasyonu olan bir sendrom olduğu bilinmektedir. Astımı olan 
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hastalarda solunum yollarındaki enflamasyonun şiddeti astımın şiddeti ile paralellik 

göstermektedir [11]. 

1.1 Astım Tanımı 

 Hava yollarının kronik inflamatuvar bir hastalığı olan astımda, [12] 

enflamasyonda mast hücreleri, eozinofiller, T-lenfositler başta olmak üzere birçok 

hücre rol almaktadır. Astım, Th2 hücre aracılığındaki bozukluk olarak düşünülür. IL-

4, IL-13,IL-9 ve IL-5 hava yolu enflamasyonunda rol oynayan ana sitokinler olarak 

tanımlanmıştır [13]. Enflamasyon, hastalarda sıklıkla gece veya gündüz tekrarlayan 

ataklar halinde hırıltılı solunum, nefes darlığı, göğüste sıkıntı hissi ve öksürük 

semptomlarının ortaya çıkmasına neden olmaktadır [14]. Astım, yıllardır allerjene 

özgü IgE (immünglobün E) ile kuvvetli ilişkili olan bir alerjik hastalık olarak 

düşünülmüştür [15]. Hava yolu enflamasyonu, astımın karakteristik bir özelliğidir ve 

hava yolu tıkanıklığı bronş aşırı duyarlılığı ve bazı hastalarda bulunan yaralanma-

onarım sürecinin başlatılması (yeniden şekillenme) dahil olmak üzere hastalığın 

birçok semptomunun ortaya çıkmasında önemli ölçüde katkıda bulunur. 

1.2 Astım Epidemiyoloji 

 Astım her yaşta ortaya çıkabilen bir hastalık türüdür. Hastaların %30’unda 

başlangıç ilk 1 yaşta olup, %80-90’ında ilk belirtiler 4-5 yaştan önce ortaya 

çıkmaktadır [16]. Erkek çocuklarda görülme oranı, kızlara göre iki katı kadardır. 

Ülkemizde 27 ilden 46.813 çocuk olgu ile yapılan bir çalışmada astım prevalansı 

%14,712 aylık yaş grubunda astım prevelansı %2,8 olarak görülmüştür [17]. 

Gelişmiş toplumlarda ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in 

Childhood) yöntemiyle astım prevelansı %4-23 oranında olduğu ortaya çıkmıştır 

[18]. 
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1.3 Astım Mortalite 

 Dünyada astım nedeniyle yılda 250.000 kişinin hayatını kaybettiği 

düşünülmektedir [19]. Görülme sıklığı ve mortalite arasında bir ilişki olmadığı 

bilinmektedir. 

1.4 Risk Faktörleri 

 Astımda risk faktörleri, kişisel risk faktörleri ve çevresel risk faktörleri olmak 

üzere iki alt başlıkta incelenmektedir. 

1.4.1 Kişisel Risk Etmenleri 

1.4.1.1 Genetik 

 Astımın tam nedeni bilinmemekle birlikte kalıtsal olduğu düşünülmektedir. 

Astım patogenezin de birçok gen rol oynamaktadır. Astım komplex genetik bir 

hastalık olup ve çevresel etmenlerin hastalığın ortaya çıkmasında etkisi vardır [20]. 

Rol oynayan değişiklikler astımda dört temel alanda olmaktadır [21]. İlk olarak 

allerjene özgü IgE (immünglobulin E) antikorun üretilmesi, ikinci olarak 

havayolunda aşırı duyarlılık oluşmasıdır. Üçüncü olarak büyüme faktörleri, sitokinler 

ve kemokinler gibi enflamatuar mediatörlerin salınması son olarak da Th1 veya Th2 

yönündeki yanıtı belirleyen faktörler şeklindedir [22]. 

 

 Sitokinler, doğuştan gelen ve adaptif bağışıklık sistem hücrelerinde immun 

yanıtta anahtar oyunculardır [23]. 

 

 Allerji de immün yanıtın oluşumu IL-1, IL-10 ve interferonlar gibi sitokinler 

sayesinde gerçeklemektedir [24]. IL-1 ailesi, bazı patojenlere ve diğer zararlı 

maddelere karşı konak yanıtlarında kritik bir rol oynadığı kanıtlanmış bir dizi sitokin 

içerir [25]. IL-1 lokal ve sistemik inflamasyonun ana sitokinidir [26]. IL-1 ailesi, iki 
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pro-inflamatuar sitokinden meydana gelir; IL-1α ve, IL-1β. Bu sitokinleri kodlayan 

genler, 2.kromozomun uzun kolunda bulunur (2q13-14) [27]. İnflamasyonda ana 

sitokini olarak IL-1 son derece önemli bir sitokindir.  IL-Ra,( IL-1 reseptör 

antagonisti) tüm hücreler üzerinde bulunan IL-1 reseptör tipi 1’i (IL-1R1) bloke eder; 

Bu nedenle sistemik enflamasyon ya IL-1α ya da IL-1β aracılığıyla ortaya çıkabilir 

[28]. 

 

 IL-10, Th1 ve Th2 lenfositleri, sitotoksik T hücreleri, B lenfositleri, mast 

hücreleri, mononükleer fagositik hücreler ve dendritik hücreler de dahil olmak üzere 

sayısız hücreden salınır [29]. IL-10, bağışıklık yanıtı inhibe ettiği düşünülür, ancak 

belirli koşullar altında aktive edici özelliklere de (örneğin makrofajlar üzerinde) 

sahip olabilir [30]. IL-10 çeşitli iltihap hastalıklarında, potansiyel terapötik etkilere 

sahiptir. IL-10’un B hücreleri, Th1,Th2 hücreleri, gibi çeşitli hücreler tarafından 

üretildiği bilinmektedir [31]. 

 

 İnterferonlar, virüslerin yol açtığı enfeksiyonlara yanıt olarak çeşitli hücreler 

tarafından salınan bir protein ailesidir [32]. İnterferonlar, doğal immün sistemin bir 

parçasıdır ve patojenlere karşı bir proinflamatuar yanıtın tetiklenmesine neden 

olmaktadır [33]. Hepatit, kanser gibi çeşitli patolojik durumların tedavisinde değişik 

interferon türleri kullanılmıştır [34]. İnterferonların ana üç sınıfı vardır: Tip I veya 

non-immün interferonlar esas olarak lökositler tarafından üretilen interferon alfa ve 

fibroblastlar tarafından üretilen interferon beta’dan oluşur. Tip II veya bağışıklık 

interferon, çoğunlukla NK hücreleri ve T hücreleri tarafından üretilen interferon 

gama; ve tip III, lambda interferondan oluşur [35]. 

 

1.4.1.2 Cinsiyet 

 Erkek çocuklarda, kız çocuklarına göre astım görülme sıklığı daha fazladır. 

Bu oranın erkek çocuklarda 2 kat attığı tespit edilmiştir [36]. Yaş ilerledikçe 

erişkinlerde bu durumun bayanlarda daha fazla olduğunu görülmektedir.  
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1.4.1.3 Obezite 

 Obezite astım hastalığı için risk etmeni olarak gösterilmiştir. Obez bireylerde 

astım insidansı %50 artmaktadır [37]. Vücut ağırlığı yüksek olan hastalarda obezite 

ile astım arasında bir ilişki olduğu düşünülmektedir ancak bu ilişkinin moleküler 

mekanizmaları henüz aydınlatılmamıştır [38]. 

1.4.2 Çevresel Risk Etmenleri 

1.4.2.1 Allerjenler 

 Astımda çevresel risk etmenleri olan allerjenler, iç ortam ve dış ortam 

allerjenleri olmak üzere iki başlıkta incelenmektedir [39]. İç ortam allerjenleri; 

hamamböceği, ev tozu akarları ve evcil hayvanlardır. Dış ortam allerjenleri ise polen 

ve mantarlardan oluşmaktadır. 

1.4.2.2 Sigara 

 Sigara dumanının astım hastalığını tetiklediği, hastalığın şiddetini arttırdığı, 

solunum fonksiyonlarının azalmasına sebep olduğu bilinmektedir. Tütün dumanı, 

özellikle sigara içen ebeveynlerin astımlı çocuklarında önem arz eder. Solunan 

duman, tütün kullanıcısı tarafından teneffüs edilir, alerjik duyarlılığın artmasına 

sebep olur ve solunum mukozasını tahriş etmektedir. Gebelik sırasında ebeveynin 

sigara içmesi, ileride doğacak çocuğun hem büyüme ve gelişmesini olumsuz 

etkileyecek hem çocuğun yaşamının ilk yıllarında astım hastalığına yakalanmasına 

hazırlık sağlayacaktır [40]. 
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1.4.2.3 Hava Kirliliği 

 Hava kirliliği kentlerde yaşayan astım hastalarını olumsuz etkilemektedir. 

NO2 (azot dioksit) gazı, trafik ve sanayi tarafından üretilen ağırlıklı olarak ozon 

(O3),ve çeşitli partiküler maddeler (PM) astım hastalığında önemlidir [41]. Özellikle 

çocukluk çağı astımında hava kirliliği önemli bir predizpozisyon etkendir ve NO2’in 

solunan havada konsantrasyonunun artmasıyla birlikte öksürük ve astım semptomları 

artar [42]. Bu kirli hava, hava yollarında iltihaba, aşırı duyarlılığa ve oksidatif strese 

neden olmaktadır ve uzun süreli hava kirliliğine maruz kalma, normal akciğer 

gelişimini bozmaktadır [43]. Hava kirliliği enflamasyona ve oksidatif strese, astım 

şiddetinin artmasına ve muhtemel astım gelişiminde rol oynayan mekanizmalara 

neden olması nedeniyle hastalığın seyri ve tedavisini olumsuz etkilemektedir [44]. 

1.4.2.4 Enfeksiyonlar 

 Virüslerden kaynaklanan solunum yolu enfeksiyonları ve Chlamydia ve 

Mycoplasma türleri astım patogenezinde rol oynar [45]. Bu ajanların epidemiyolojik 

açıdan en az 3 yolla astım ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. İlk olarak bebeklik 

döneminde bazı virüslerin astım fenotipinin başlangıcından potansiyel olarak 

sorumlu olduğu için dahil edilmiştir. Bu konuda en inandırıcı bir şekilde ortaya 

koyan virüsler, rinovirüs ve solunum sinsityal virüsü (RSV) olmuştur [46]. 

 

 İkinci olarak viral enfeksiyonlar astımlı kişilerde, alerjik duyarlılık, allerjen 

maruziyeti ve hava akışı obstrüksiyonunun akut ataklarının indüksiyonunda kofaktör 

gibi davranmaktadır [47]. Son olarak enfeksiyonların, astım da dahil olmak üzere 

alerjik solunum yolu hastalıklarının gelişimini önleme potansiyeline sahip olduğu 

düşünülmektedir. Hijyen hipotezinin ilerlemesinden sonra bu alandaki ilgi artmış ve 

aile büyüklüğünün artması ile artan sayıda enfeksiyon geçirilmesinin astım gelişimini 

azaltacağı şeklinde görüşler bulunmaktadır [48]. 
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1.4.3 Patogenez 

 Astım çeşitli inflamatuar hücrelerin ve birçok mediatörün rol oynadığı 

karakteristik, fizyopatolojik değişiklerle seyreden inflamatuar hava yolu hastalığıdır 

[49]. Astım fizyopatolojisi üçe ayrılır. İlk olarak kronik enflamasyon, ikinci olarak 

bronşiyal hiperraktivite ve son olarakta hava yolu obstrüksiyonudur [50]. 

 

 İnsan mast hücrelerinin astım fizyopatolojisine katkıda bulunduğu konusunda 

güçlü kanıtlar vardır. Mast hücreleri şiddetli astımda düz kaslara çok fazla nüfuz 

ederek inflamatuar mediatörleri salgılayarak hava yolu semptomlarını ortaya 

çıkartırlar [51]. Astım patolojisinde özellikle en şiddetli vakalarda, mukus hücreli 

hiperplazi ve inflamatuar hücrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir ve bunların 

arasında CD4+ T hücreleri, eozinofiller ve mast hücreleri baskındır [52]. Mast 

hücreleri, T hücreleri ve eozinofiller, astımlı hastalarda bronşiyal düz kas lifleri 

içinde lokalizedir; bu durum normal kişilerde veya eozinofilik bronşiti olanlarda, 

astım fenotipinin belirlenmesinde önemli bir faktördür [53]. 

 

 Astım, kalıcı havayolu obstrüksiyonu, hava yolu aşırı duyarlılığı ve çok 

hücreli enflamasyonu içerebilen kompleks bir sendromdur ve mast hücrelerinin, 

makrofajların, dendritik hücrelerin, nötrofillerin, eozinofillerin ve T lenfositlerin 

solunum yollarına ilerlemesi ile inflamatuar bir yanıt oluşur [54]. Yardımcı T 

hücreleri (Th2) bağışıklık aktivasyonunda önemli bir role sahiptir. Bu da 

enflamasyona ve geç astıma neden olabilir. Önceden oluşturulmuş hücre dışı 

proteinlerin depolanması, düz kas hipertrofisi ve artmış goblet hücresi üretimiyle 

hava yolunun yeniden şekillenmesine neden olur ve bir kısmının serbest 

bırakılmasına yol açar [55]. 

 

 

 

 



8 
 

1.4.4 Astım’ın Tedavisi 

 Astım tedavisine yönelik güncel terapilerin çoğu insanda etkili olduğu, 

astımın klinik bulgularının uygun tedaviyle kontrol altına alınabileceği bilinmektedir. 

Belirli astım endotiplerinin tanımlanması, havayolu enflamasyonunun, allerjenlere ve 

viral enfeksiyonlara, epitel ve immün yanıtların genişlemesi ile birleşince, astım 

tedavisinde endotip spesifik tedavilerin geliştirilmesi ve uygulanması için yeni 

fırsatlar oluşmuştur [56]. Bulgular, semptomların astım için bilgilendirici şekilde 

sınıflandırılmasını, akciğer fonksiyonu ile ilaçlara cevap vermesini, bireylere özgü 

patofizyolojiyle özel terapiye izin verir [57]. Astım tedavisinin yönetiminin amacı, 

tedavinin yan etkileri olmaksızın kontrolü sağlamak ve sürdürmektir [58]. 

 

 Serum periostin, eozinofilik enflamasyonun dolaylı bir ölçüsü olan biyolojik 

belirteçtir ve havayolu epitelyum hücreleri ve IL-4 ve IL-13 ile uyarılan akciğer 

fibroblastları tarafından salgılanan bir hücre dışı matriks proteinidir [59]. Periostin, 

epitelyum tabakası altında hava yollarının kalınlaşmasına ve yeniden yapılanmasına 

katkıda bulunur [60]. Periostinin astımda özellikle eozinofilik formda önemli rol 

oynadığı varsayılmıştır [61]. İnsanlarda periostinin Th2/eozinofilik enflamasyonu 

uzattığı ve havayolunun yeniden yapılandırmasını şiddetlendirdiği bulunmuştur [62]. 

Periostinin etkilerini hedeflemek, astımın altında yatan moleküler mekanizmaları 

aydınlatmaya yardımcı olabilir ve astım tedavisinde etkili terapötik ajanlar 

geliştirilmesi için umut verici bir yöntem olabilir [63]. 

 

 Omalizumab, seçici IgE’ye bağlanan ve IgE’nin yüksek afiniteli reseptörüne 

bağlanmasını ve IgE’yi azaltmasını önleyen hümanize monoklonal antikordur [64]. 

Hücre degranülasyonunda azalmaya ve aynı zamanda IgE aracılı yanıtlara katılan 

hücrelerin yeni inflamatuar mediatörleri sentezlemesine neden olmaktadır [65]. 

Ayrıca, omalizumab’ın başlangıcından sonraki üç ay içinde, IgE için yüksek afiniteli 

reseptörlerin sayısında bir azalma görülmüştür; bu durum allerjen maruziyetine 

yanıtın hafiflemesine katkıda bulunur [66]. 



9 
 

 İnhale kortikosteroidler (ICS), astımda uzun yıllardır kullanılmaktadır. 

Kortikosteroidlerin astımın ölüm riskini azaltması tek başarısı değildir [67]. Bu 

ilaçlar iyi etkileri koruyarak, kötü etkileri azaltarak etki ederler [68]. 

1.4.5 Astım’ın Tedavi Maliyetleri 

 Astım, sosyal ve ekonomik etkiye sahip kronik bir hastalıktır. Son 

dönemlerde astımın yükselen ve sürekli artış gösteren bir görülme sıklığı mevcuttur. 

Bununla birlikte maliyet açısından önemli etkilere sahiptir. 

 

 Astım hem doğrudan hem de dolaylı maliyet açısından önemli etkiye sahiptir. 

Avrupa’da, hastalığın maliyeti yılda 19 milyon Euro (€)’dur [64]. 

 

 Astımın yılda kişi başına maliyeti 2002-2007 yılları arasında 3,259 dolar 

olarak hesaplanmıştır [69]. Astım kaynaklı kayıp iş günü değeri, her bir işçi için 

yaklaşık 301 dolar ve her bir öğrenci için 93 dolardır [70]. Dünya’da 2007 yılına ait 

verilere bakıldığında toplam maliyet ile 56 milyar dolar ($) olmuştur [71]. 
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2. İNTERLÖKİN-18 (IL-18) 

2.1 İnterlökin-18 Tanımı 

 IL-18, Th1 hücre farklılaşması ve enflamasyonu için güçlü bir sitokindir [72]. 

15 aminoasit kalıntısı içeren, 192 aminoasitten oluşan pro-IL-18 olarak üretilir [73]. 

Aktive edilmiş monositler/makrofajlar tarafından baskın olarak salgılanan IL-18, 

otoimmün, enflamatuar ve enfeksiyöz hastalıklarda önemli bir rol oynayan, doğuştan 

gelen ve edinilmiş bağışıklık yanıtının düzenlenmesinde rol oynayan bir pleiotropik 

sitokindir [74]. IL-18 başlangıçta IFN-γ üretimini uyarabilme kabiliyeti nedeniyle 

IFN-γ indükleyici faktör olarak (IGIF) olarak isimlendirilmiştir [75]. IL-18 geni, 

farede kromozom 9’da, insanlarda kromozom 11’de bulunur [76]. İnsan IL-18 geni 

kromozom 11q22.2-2-q22.3 üzerinde bulunur ve altı ekson, beş introndan oluşur 

[77]. IFN-γ indükleyici faktör olarak bilinen IL-18,IL-1 ailesinin bir sitokinidir [78]. 

IL-18’in atopik hastalık etiyolojisinde yer aldığı ve hem Th1 hem de Th2 

farklılaşmasının önemli bir belirleyicisi olduğu ileri sürülmüştür [79]. 

                     

Şekil 2.1: İnterlökin-18 (IL-18) yapısı [80]. 
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 İnterlökin-18, T yardımcı hücreleri tarafından interlökin-12 aracılı interferon-

γ üretiminin indüksiyonu için bir yardımcı uyaran faktördür ve çoğu periferik CD4+ 

T hücresi reseptör interlökin-18R alfayı ifade eder [81]. IL-18 IFN-γ üretiminin 

uyarılması, doğal katil (NK) hücre sitotoksitesinin arttırılması ve Th1 hücre 

farklılaşmasının uyarılması gibi IL-12 ile biyolojik özellikleri paylaşır [72]. IL-18’in 

sinyalizasyon aktivasyon durumu, IL-18 ile onun tuzak reseptörü, IL-18 bağlayıcı 

protein arasındaki bir dengeyle düzenlenir [82]. İnsanlarda alternatif bağlanma ile 

oluşturulan dört izoform, IL-18 bağlanma proteini vardır [83]. 

 

 Alerjik hastalıkta IL-18’in rolü spesifik immünolojik mekanizmaların aracılık 

ettiği aşırı duyarlı bir durumdur. Klasik alerjik hastalıklarda immünoglobulin (IgE) 

aracılık eder, ancak diğer hücre aracılı süreçler de ortaya çıkabilir [84]. 

 

 IL-18, IL-1ß gibi, tipik bir sinyal peptidinden yoksun bir öncü formda 

sentezlenir ve pro-IL-18, hücre içi sistein proteinaz IL-1ß dönüştürücü enzim (ICE) 

tarafından olgun ve biyoaktif IL-18’e işlenir [85]. IL-18, osteoblastlar tarafından 

üretilir ve T hücreleri üzerine etki eder ve GM-CSF (granülosit / makrofaj-koloni 

uyarıcı faktör) osteoklast öncüllerine etki eder ve osteoklast benzeri çok çekirdekli 

hücre oluşumunu engeller [86]. IL-18 sinyaline spesifik primer ve yardımcı 

reseptörleri sırasıyla IL-18Rα ve IL-18Rβ’ ye sahiptir [87]. 

 

 IL-18 düzeyleri çeşitli hastalıklarda artmıştır, bazı vakalarda hastalığın 

patolojik nedenlerinden biri olarak görülmüştür [88]. IL-18, IL-18 reseptör protein ve 

IL-18BP (IL-18 bağlayıcı protein), çok benzer yapıdadırlar ancak her ikisinin dizisi 

birbirinden farklıdır ve farklı bir gen tarafından kodlanmıştır [89]. 

 

 İnterlökin-18 (IL-18), IL-1F ailesinin bir başka temsilcisidir [90]. IL-18’in 

etkisi, IL-1R’ye yapısal ve fonksiyonel benzerlik gösteren IL-18Rα reseptörü 

aracılığıyla gerçekleşir. IL-18’in etkin sinyal iletiminde sadece IL-18Rα değil aynı 

zamanda IL-18Rβ fonksiyon görür [91]. Biyoaktif IL-18, hücre proliferasyonunu ve 

Fas ligandı ekspresyonunu arttırmak gibi immün düzenleyici etkilere sahiptir [92]. 
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 IL-18’in pleiotropik etkileri, özellikle IFN-γ’nın indüklenmesi, istilacı 

patojenlere karşı bağışıklık için gereklidir aynı zamanda IL-18’in uygunsuz 

üretilmesi potansiyel olarak enflamasyona yol açabilir [93]. 

2.1.1 Interlökin-18 (IL-18)’in Biyolojik Aktivitesi 

 IL-1 süper ailesinin bir üyesi olan IL-18, hücre içi proteaz kaspaz-1 

tarafından aktive edilir ve monosit, nötrofil kemotaksi, T yardımcı hücre 

farklılaşması, T yardımcı 1 (Th1) veya T yardımcı 2 (Th2) hücreleri, TNF-α ve IL-1 

aktivasyonu ve patogenezinde rol oynar [94]. Diğer nonkaspaz-1 mekanizmaları, 

örneğin proteinaz 3 mekanizması biyolojik olarak aktif IL-18 üretebilir [95]. Serbest 

bırakıldıktan sonra IL-18, IL-18BP veya çözünür IL-18 reseptörü (IL-18R) ile 

bağlanarak biyolojik aktivitesini oluşturur [77]. 

2.1.2 Hastalıklarda İnterlökin-18’in Potansiyel Rolü 

2.1.2.1 Multipl Skleroz 

 IL-18’in multipl skleroz patogenezindeki rolü hastaların, klinik bulguları ile 

ilişkili olan dolaşım ve beyin omurilik sıvısında yüksek IL-18 seviyelerinin varlığı ile 

ilişkilendirilmiştir [96]. 

2.1.2.2 İnflamatuar Bağırsak Hastalığı 

 İnflamatuar bağırsak hastalığı’nın (IBD) patogenezi tam olarak 

anlaşılmamıştır, ancak hastalığın genetik olarak duyarlı bir konakçıdaki luminal 

antijenlere abartılı bir mukozal bağışıklık tepkisi sonucu olduğu yaygın olarak kabul 

edilen görüştür [97]. Serum ve / veya mukozal IL-18 bağlanma proteini seviyeleri, 

inflamatuar bağırsak hastalığı olan hastalarda yükselmektedir [98]. Tümor nekroz 

faktörü, IL-1, IL-12, IL-16 ve IL-18 gibi inflamatuar sitokinleri kodlayan genler, ve 
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bu genlerin protein ürünleri inflamatuar bağırsak hastalığı için belirteç olabilirler 

[99]. 

2.1.2.3 Sedef Hastalığı (Psoriasis) 

 Psoriasis, epidermal kökenli T hücrelerinin kalıcı uyarılması sonucu ortaya 

çıkan kronik inflamatuar bir durumdur [100]. IL-18 geninin promotorunda -137 tek 

bir nükleotid polimorfizminin sedef hastalığı ile ilişkili olduğu belirtilmiştir [101]. 

Sedef hastalığı sürecinde, IL-18 ekspresyonunda devam eden değişiklikleri 

düzenlemek için farklı ilaç tedavileri hakkında çok az bilgi mevcuttur [102]. 

2.1.2.4 Kanser 

 Bazı kanserlerde IL-18 aktivitesini sınırlayan bir başka potansiyel 

mekanizma, doğal inhibitörü IL-18BP’nin artmış ekspresyonuyla ilgilidir [103]. IL-

18 pleiotropik, pro-inflamatuar bir sitokindir tümör göçü, istilası ve metastazda kritik 

rol oynar ve tümor gelişimi ve ilerlemesi üzerinde çift etkiye sahiptir [104]. 

İnterlökinlerin birçok kanser patogenezinde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir 

[105]. 

2.1.2.5 Metabolik Sendrom 

 Serum IL-18 seviyesinin insülin direnci, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet 

ile pozitif ilişkili olduğu, gösterilmiştir [106]. IL-18’in metabolik sendrom olan 

kişilerde serumda yükseldiği ve sendromu oluşturan semptomlarla serum seviyesinin 

paralellik gösterdiği gösterilmiştir [107]. 
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2.1.3 IL-18 Polimorfizmleri 

 IL-18 polimorfizmlerinden +183 A/G polimorfizmi, promotor -137 C/G, -607 

A/C, -656 G/T polimorfizmleri mevcuttur. [108-111]. Çalışmamızda -607 A/C, -656 

G/T polimorfizlerini incelendi. 

2.2 Amaç 

 Bu çalışmada amacımız IL-18 geni promotor -607 A/C ve -656 G/T 

değişiminin astım hastalığı ile ilişkisini tespit etmektir. 

 

 Polimorfizm çalışmaları bireysel tıp ve farmakogenetik alanları için temel 

teşkil eder. Bireyler arasında farklılık, tedavideki farklılığı beraberinde getirir. IL-18 

savunma sisteminde son derece önemli bir sitokindir. Astım patolojisinde önemine 

dair yayınlar vardır. IL-18’in promotor polimorfizmleri, astımda merak konusudur.  

 

 Günümüzde astım tedavisi kontrol odaklı olup, hedef astım ataklarının 

azaltılması ve kontrolünü sağlamaktır. Astım kontrolünün iki bileşeni; semptomların 

kontrolü ve gelecek risklerin önlenmesidir. Semptomların kontrolü normal günlük 

aktivite düzeyini sağlamaktır. Bunun yanı sıra astım atakları, persistan hava akımı 

kısıtlanması ve ilaç yan etkileri gibi riskleri azaltmaktır. Astım tedavisinde astım 

semptomlarının nedenini tamamen ortadan kaldıracak etkenlere ihtiyaç vardır. 

Güncel tedaviler tamamen semptoma yöneliktir. Bu çalışmada IL-18 promotor 

polimorfizmlerinin astım hastalığının patogenezinde önemli olduğunu 

düşündüğümüz IL-18 sitokinin fonksiyonu üzerine etkisini araştırmayı amaçladık. 

IL-18 ile astım hastalığı arasındaki ilişkiyi tanımlayacak çalışmalara literatürde çok 

az rastlanmaktadır. Astım patogenezinde Th1 ve Th2 farklılaşmasında son derece 

önemli olan IL-18 sitokinin promotor değişiklikleri genin ekspresyonunu 

değiştirecektir. IL-18 çeşitli erken inflamatuar yanıtlarda düzenleyici rol oynar. 

İnterlökinlerin genetik polimorfizmleri hem lokal serum seviyelerini etkilemekte 

hemde enflamasyon yanıtını değiştirmektedir Bu durum IL18 in astım tedavisinde bir 

hedef molekül olabileceğini düşündürtmektedir. IL-18 tedavisinin, bağışıklık 
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yetersizliği olan bireylerde bile, hücre içi ve ekstraselüler patojenlerden kaynaklanan 

enfeksiyonlara karşı alternatif ve yararlı bir tedavi aracı olarak görülebileceğini ve 

astım hastalığı ile ilişkisi araştırılacaktır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

3.1 Materyaller 

3.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Deneysel çalışmalar da kullanılan malzemeler; Sigma, Fermantas ve 

Biolabs’tan temin edilmiştir. 

3.1.2 Çalışmada Kullanılan LaboratuarGereçleri 

Tablo 3.1: Çalışmada kullanılan laboratuar gereçleri 

KULLANILAN GEREÇ MODELİ 

Santrifüj  Mikro 200R 

Otoklav  Hirayama HV 85 

Buzdolabı ve derin dondurucu Beko, Türkiye-Uğur, Türkiye  

Vorteks Biosan Ombi-Spin 

Laminar flow kabin Logic Labconco 

Etüv Memmert in 55 

Pipetler Thermo Scientific 

pH metre Hanna İnstrument  

Hassas Terazi  Denver İnstrument 

PCR cihazı Techne 

Mikrodalga fırın Beko, Türkiye  

Manyetik karıştırıcı Ika C-mag 
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3.1.3 Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

Çalışmanın deneysel kısımlarında aşağıda belirtilen çözeltiler hazırlanmıştır. 

 

Tablo 3.2: DNA izolasyonun da kullanılan çözeltiler 

Nüklei Lizis Buffer 

10mM Tris Base, 400mM NaCl, 2mM 

EDTA (pH=8,2) 

100µl Tris Baz, 4ml NaCl ve 40µl 

Na2EDTA 5860µl distile suda çözülür. 

121ºC’de 20 dakika (1,02 atm basınçta) 

otoklavda steril edilir. +4ºC’de saklanır. 

Sature Amonyum Asetat (NH4Ac) 

74g NH4Ac, destile su ile 100ml’ye 

tamamlanır. Magnetik karıştırıcıda 

yaklaşık 40ºC’de çözülür. Filtrasyon ile 

steril edilir.  +4 ºC’de saklanır. 

Proteinaz K 10mg/ml 
0,01g Proteinaz K 1ml distile suda 

çözülür.-20ºC’de saklanır. 

 

 

Tablo 3.3: PCR için kullanılan çözeltiler 

dNTP karışımı 

10 mM 

Her bir nükleotitten (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP) 10µl alınır ve steril su 

eklenerek 100µl’ye tamamlanır. 

Primer Forward 

Sulandırılması 

100pmol/μl icin 1193,60μl 

Primer Forward 

50pmol/µl için 2387,2µl steril distile su 

ile primer forward karıştırılır. Oluşan 

karışım 2 ependorfta eşit olarak saklanır. 

Primer Reverse 

Sulandırılması 

100pmol/μl icin 986,40μl 

Primer Reverse 

50pmol/µl için 1972,8µl steril distile su 

ile primer reverse karıştırılır. Oluşan 

karışım 2 ependorfta eşit olarak saklanır. 
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Tablo 3.4: IL-18 PCR’ı için kullanılan çözeltiler 

dNTP karışımı  

10 mM 

Her bir nükleotitten(dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP)10µl alınır ve steril distile 

su eklenerek 100µl’ye tamamlanır. 

Primer Forward Sulandırılması 

100pmol/μl icin 171μlPrimer Forward 

50 pmol/µl için 342µl steril distile su ile 

primer forward karıştırılır. Oluşan 

karışım 2 ependorfta eşit olarak 

saklanır. 

Primer Reverse Sulandırılması 

100pmol/μl icin 298μlPrimer Reverse 

50 pmol/µl için 596µl steril distile su ile 

primer reverse karıştırılır. Oluşan 

karışım 2 ependorfta eşit olarak 

saklanır. 

 

Tablo 3.5: Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler 

5X/L TAE tamponu 

pH:8,00 

242g Tris Baz, 57,1ml Asetik asit, 

(%100 Asetik asit), 100ml 0,5M EDTA 

(pH:8,00) tartılır. Üzeri distile su ile 

1litreyetamamlanır. 

DNA ladder 

100μl DNA ladder 

100 µL DNA ladder (10µl),6X DNA 

loading dye (10µl) 40µl distile suda 

çözülür. 

%1.5’luk agaroz jel 

0,75 gram agaroz tartılır 50ml TAE’de 

çözülür.40-45ºC’ye soğuduktan sonra 

2,5 etidyum bromür eklenerek tanka 

dökülür. 
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3.2 Yöntemler 

3.2.1 Malzemelerin temizliği ve ortamın sterilizasyonu  

 Isıya dayanıklı pipet uçları, cam malzemeler 121ºC’ de 20 dakika (1,02 atm 

basınçta) otoklavda steril edildi. Otoklavdan alınan cam malzemelerin kuruması için 

etüv de 180ºC’ de 90 dakika bekletildi. 

 Çalışmaya başlamadan önce tüm malzemeler ve çalışılacak yüzey %70 etil 

alkol ile steril edildi.  

3.2.2 Genotip Belirlenmesi 

3.2.2.1 Kandan Genomik DNA İzolasyonu 

Bu çalışma İnvitrogen Pure Genomic DNA Mini Kit (ABD)adlı üretici firma 

tarafından belirtilen protokole göre uygulandı. 

 Kuru blok ısıtıcı 55ºC’ye getirildi. 

 1,5ml’lik ependorflara 20µl Proteinaz K kondu. 

 Hemogram tüplerinden alınan 200µl kan eklendi. 

 Üzerine 20µl RNase A kondu ve kısaca vortekslendi. 

 Oda sıcaklığında 2 dakika inkübe edildi. 

 Üzerine 200µl Lizis Buffer konuldu ve 10 saniye vortekslendi. 

 55ºC’de 10 dakika inkübe edildi. 

 Oluşan lizata 200µl %100’lük etanol ilave edildi ve vortekslendi. 

 Oluşan lizat kolon tüplere aktarıldı. 

 Lizat tüpü 10.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 
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 Alttaki koleksiyon tüpü atıldı ve yerine yenisi konuldu. 

 Kolon tüpün içine 500µl Wash Buffer 1eklendi. 

 10.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 

 Alttaki koleksiyon tüpü atıldı ve yerine yenisi konuldu. 

 Kolon tüpün içine 500µl Wash Buffer 2 eklendi. 

 Maksimum devirde 3 dakika santrifüj edildi ve altındaki koleksiyon tüpleri 

atıldı. 

 Kolon tüpler 1,5ml’lik tüpe yerleştirildi. 

 100µl Elution Buffer konuldu ve oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. 

 Maksimum devirde santrifüj edildi. 

 Kolon tüpler atıldı, altında kalan sıvı DNA. Amplifikasyon işlemi yapılıncaya 

kadar DNA örnekleri -20ºC’de saklandı. 

3.2.2.2 PZR Amplifikasyonu (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

3.2.2.2.1 Primer Dizaynı 

 IL-18 -656 ve -607 promotor bölgesi primer tasarımı için 

www.restrictionmapper.or ve www.ncbi.nlm.nih.gov adresleri kullanıldı. Tasarlanan 

primerlerin Tm sıcaklıklarının birbirine yakın olmasına ayrıca saç tokası yapısı 

oluşturmamasına aynı zamanda nükleotidlerin dağılımının eşit olmasına iyice dikkat 

edildi. Tasarlanan primerler databanklarda (Genbank +EMBL+ DDBJ+PDB dizileri) 

bulunan DNA dizileri blast yapılarak promotorda -607 ve -656 bölgesine en yakın 

benzerliği gösterdiği bulundu. 
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3.2.2.2.2 PZR (Polimerez Zincir Reaksiyonu) 

-607 promotor da gözlenen polimorfizmin, PCR çalışması için kullanılan 

rs1946518 primer ürünleriyle birlikte son hacim 50µl olacak şekilde aşağıdaki 

bileşenler konuldu. 

  

 Steril distile su   32,5µl 

 dNTP      1µl 

 Buffer     5µl 

 Primer Forward (100 pmol/µl) 1µl 

 Primer Reverse (100 pmol/µl) 1µl 

 MgCl2(25mM)   4µl 

 Kalıp DNA    5µl 

 Taq DNA polimeraz   0,5µl 

Yukarıda verilen bileşenler konularak kısaca karıştırıldı. Tüpler PCR cihazına 

yerleştirildi. Uygun program seçilerek reaksiyon başlatıldı. 

 94 ºC  5 Dakika 

 94 ºC  1 Dakika 

 60,5 ºC 1 Dakika  35 Döngü 
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 72 ºC  1 Dakika 

 72ºC  10 Dakika 

 +4ºC  ∞ 

PCR sonuçları %1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile görüntülendi. 

-656 promotor da gözlenen polimorfizmin, PCR çalışması için kullanılan 

rs1946519 primer ürünleriyle birlikte son hacim 50µl olacak şekilde aşağıdaki 

bileşenler konuldu. 

 Steril distile su   33,7µl 

 dNTP      1µl 

 Buffer     5µl 

 Primer Forward (100 pmol/µl) 1µl 

 Primer Reverse (100 pmol/µl) 1µl 

 MgCl2 (25mM)   3µl 

 Kalıp DNA    5µl 

 Taq DNA polimeraz   0,3µl 

Yukarıda verilen bileşenler konularak kısaca karıştırıldı. Tüpler PCR cihazına 

yerleştirildi. Uygun program seçilerek reaksiyon başlatıldı. 

 94 ºC  5 Dakika 

 94 ºC  1 Dakika 

 52,5 ºC 1 Dakika  35 Döngü 

 72 ºC  1 Dakika 

 72ºC  10 Dakika 

 +4ºC  ∞ 

PCR sonuçları %1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile görüntülendi. 
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3.2.2.3 Restriksiyon Endonükleaz Kesim Mekanizması 

 Restriksiyon endonükleaz enzimleri, DNA dizilerini spesifik olarak tanıyan 

bu dizilimlere uygun yerleri ve DNA’yı kesen enzim gruplarına palindromik diziler 

de denir. Restriksiyon endonükleazların biyolojik amacı, bakteriyel savunmada 

oynadıkları roldür. Ayrıca bakteriyi virüslerle birlikte yabancı DNA’lardan 

korumakla görevlidirler. Mikroorganizmalar kendi restiriksiyon endonükleazlar 

sayesinde kendi DNA’larını kesmemesi için de çeşitli modifikasyonlara 

uğramışlardır. 

 

 Restriksiyon endonükleaz’ların isimlendirilmesinde önce enzimin elde 

edildiği bakteri cinsinin ilk harfi ile sonrasında bakteri türünün ilk iki harfi daha 

sonrada soya ait bir harf ile ilk izolasyondan başlayarak Romen rakamı ile enzimin 

izolasyon sırası gösterilir. 

 

 Restriksiyon endonükleazlar, DNA haritası çıkartılmasında, ve populasyon 

polimorfizminin analizinde, DNA molekülünün yeniden inşa edilmesinde, probların 

hazırlanmasında, mutant organizmaların meydana getirilmesinde, DNA’nın 

modifikasyon statülerinin analizinde gözlenmektedir. 

 

 Restriksiyon endonükleazların modifikasyon sistemlerinin tipleri vardır. 

Bunlar tip I sistemler, tip II sistemler ve tip III sistemleridir. 

 

 Tip I sistemler; en karmaşık sistemlerdir. R (restriksiyon), M (modifikasyon) 

ve S (spesifite) olmak üzere 3 proteinden oluşmaktadır. Bu sistem hem DNA’yı keser 

hemde metillemektedir. Ayrıca her iki reaksiyonda ATP gerektirir ve kesim noktası 
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tanıma yerinden oldukça uzakta olmaktadır. Tanıma bölgelerinden en azından 1000 

baz çifti uzaklıktaki farklı bölgeleri kesmektedir. Tanıma bölgesi asimetriktir ayrıca 

6-8 nükleotidlik bir boşlukta ayrılan iki kısımdan meydana gelmektedir. İlk olarak 3-

4 nükleotit içeren ve 4-5 nükleotit içeren şeklinde iki kısımdan oluşmaktadır. 

 Tip II sistemler; çok basit ve yaygın olarak kullanılan sistemlerdir. Ayrı 

proteinler olarak kodlanır ve birbirlerinden bağımsız olarak etkileşim gösterirler. 

Birden çok altbirimden oluşmuştur. Kendi etkinlikleriyle sürekli olarak yarışırlar ve 

her iki protein aynı tanıma bölgesini tanımaktadır. Kesim genellikle tanıma dizisinin 

içinde ya da ona yakın yerlerde oluşmaktadır. Bu sistemler genellikle laboratuarlarda 

gen klonlanması ve DNA analizinde kullanılmaktadır. 

 

 Tip III sistemler; R (restriksiyon) ve M (modifikasyon) proteinleri ile 

kompleks bir yapı oluşturmaktadır. DNA’yı tanıma yerinden 20-30 baz uzakta 

kesmektedirler. Mekanizmalardan farklı olarak metilasyon sadece bir iplik üzerinde 

meydana gelir. Ve aynı yeri metilleyerek kendi kendine yarışmaktadır.  

 

 Çalışmamızda yukarıda anlatıldığı gibi restriksiyon endonükleazlardan tip II 

sistemleri kullanılmıştır. 

 

Tablo 3.6: Tru1I ve MwoI enzimlerinin kesim yerleri 

Tru1I  

 

5’ T↓ T A A 3’ 

3’A A T ↑T 5’ 

MwoI 

 

5’ G C N N N  N N ↓N N G C 3’ 

 

3’ C G N N ↑ N N N N N C G 5‘ 
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3.2.3 DNA’nın Analizi 

3.2.3.1 Spektral Yöntem 

Ultraviyole ışığının en mutajenik olduğu dalga boyu 260 nanometredir. Hem 

DNA hem RNA bu dalga boyunu emer. Bu dalga boyundaki emme derecesi nükleik 

asitlerin bir ölçüsüdür. DNA miktarı spektrofotometrede 260nm’de ölçülür. 1 optik 

densite (OD) çift iplikli DNA molekülü için 50µg/ml’ye karşılık gelmektedir. DNA 

saflığını belirlemek amacıyla DNA’ların 260 ve 280nm dalga boyunda ölçümü 

yapıldı. A260/A280 oranından DNA saflığı belirlendi. Saf DNA’larda bu oran 1,75-1,8 

olmalıdır. Çalışmamda DNA miktarlarının belirlenmesinde aşağıdaki formül 

kullanılmıştır.  

 

 

 DNA (μg/ml) = A260 x Sulandırma oranı x 50    (3.1) 

3.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi 

0,75 gram hassas terazide tartılan agaroz erlenmayerin içine döküldü.50ml 

1X/LTAE (Tris-Acetate-EDTA) tamponu erlenmayerin içine ilave edildi. 

Mikrodalga fırında yaklaşık 2 dakika ısıtıldı. Tampon içerisindeki agaroz eridikten 

sonra mikrodalga fırından alındı. 40-45ºC’ye kadar soğutuldu. Jelin içersine 2,5μl 

etidyum bromür eklendi ve çalkalayarak karışması sağlandı. Döküm aygıtı içine 

jel tepsi yerleştirildi. Kalıp oluşturmak için bir jel tepsinin açık kenarlarına band 

konuldu. Kuyuları oluşturmak için jel kalıp içine uygun bir tarak yerleştirildi. Jel 

kalıp içine erimiş agaroz döküldü. Jel kalınlığı yaklaşık 3-5mm olacak şekilde 

yerleştirildi. Oda sıcaklığında 30-35 dakika jelin polimerleşmesi beklendi. 

Taraklar çıkarılarak tanka yerleştirildi. Tankın içine 0,5X/L TAE jeli kapatacak 
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şekilde döküldü. Kuyucuklara marker ve DNA’lar yüklendi. 100V elektrik akımı 

verilerek, 30 dakika DNA’lar yürütüldü. UV ışık altında jel görüntüleme 

sisteminde görüntülendi ve bilgisayara kayıt edildi. 

 Genomik DNA’lar %1,5’lik jelde 100bp marker kullanılarak yürütüldü. 

Yükleme icin 5μl genomik DNA ve 1μl yükleme boyası(6X DNA Loading Dye) 

kullanıldı.  

3.2.3.3 Rekstriksiyon Endonükleaz İle Kesim 

Tablo 3.7: Tru1I enzimi ile kesim 

 PCR Ürünü 

Su 18µl 

10X Buffer R 2µl 

DNA 10µl (0,2 µg) 

Tru1I Enzim 1µl (10 U/µl) 

 

 Yukarıdaki Tablo 3. 7’de gösterildiği gibi malzemeler konuldu. Sonrasında 

hafifçe karıştılıp, spin yapıldı. 65ºC’de termal blokta 1 gece inkübe edildi. İnkübe 

olduktan sonra 80ºC’de 20 dakika inaktive edildi. Tru1I Restriksiyon Endonükleaz 

ile kesilen DNA’lar %3’lük agaroz jelde 100bp marker kullanılarak yürütüldü.  
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Tablo 3.8: MwoI enzimi ile kesim 

 PCR Ürünü 

Su  17µl 

10X FastDigest Green Buffer 2µl 

DNA 10µl (0,2 µg) 

FastDigest Enzim 1µl (10 U/µl) 

Total Hacim 30µl 

 

 Yukarıda Tablo 3. 8‘de gösterildiği gibi total hacim 30µl olacak şekilde 

konuldu. Sonrasında hafifçe karıştırıldı. 37ºC’de termal blokta 25 dakika inkübe 

edildi. İnkübe olduktan sonra 65ºC’de 5 dakika inaktive edildi. MwoI Restriksiyon 

Endonüklezla kesilen DNA’lar %3’lük agaroz jelde 100bp marker kullanılarak 

yürütüldü. 

3.2.4 İstatistiksel Analiz 

 İstatistiksel analizler için NCSS ( Number Cruncher Statistical System) 2007 

(Kaysyille, Utah, USA) programı kullanıldı. Çalışma verileri değerlendirilirken 

tamamlayıcı istatistiksel metotların (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans. 

Oran, Minimum, Maksimum) yanı sıra niceliksel verilerin karşılaştırılmasında 

normal dağılım gösteren değişkenlerin iki grup karşılaştırılmasında Student t Test 

kullanıldı. Niteliksel verilerin karşılaştırılmasında ise Pearson Ki-Kare testi, Fisher-

Freeman-Halton testi ve Fisher’s Exact test kullanıldı. Genotip -607 ve -656 
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dağılımları Hardy-Weinberg eşitliği ile değerlendirildi. Anlamlılık en az p<0,05 

düzeyinde değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1 Hasta ve Sağlıklı Kontrol Grubu Özellikleri 

 Çalışma için Balıkesir Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 

onay alındı. Çalışmaya 100 astım hastası ve herhangi bir kronik hastalığı olmayan 

101 kontrol eklendi. Kontrol grubunda kroner arter hastalığı, karaciğer yada böbrek 

hastalığı, aktif enfeksiyon, astım, majör depresyon, neoplastik hastalık gibi herhangi 

bir kronik hastalığı yoktu. Çalışmamızda kullanılan kan örnekleri Balıkesir 

Üniversitesi Araştırma Hastanesi Göğüs Hastalıkları Polikliniğinden temin edildi. 

Tüm hasta ve kontrol grubundan genomik DNA izole edilerek çalışma başlatıldı. 

Kontrol grubu ve hasta grubuna ait aşağıdaki tabloda cinsiyet ve yaş ortalamaları 

Tablo 4. 1‘de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1: Demografik özelliklerin dağılımı 

Demografik özellikler  n (%) 

Yaş (yıl) 
Min-Mak (Medyan) 20-76 (55) 

Ort±Ss 53,74±11,46 

Cinsiyet  
Erkek  103(51,2) 

Kadın  98 (48,8) 

BKI (km/m
2
) 

Min-Mak (Medyan) 18-51 (27) 

Ort±Ss 28,25±6,30 

Sigara içme durumu 
Yok  164 (81,6) 

Var  37 (18,4) 

Sigara sayısı (n=37) 
Min-Mak (Medyan) 3-60 (10) 

Ort±Ss 18,35±16,18 

 

 Olguların %51,2’si (n=103) erkek, %48,8’i (n=98) kadındır ve yaşları 20 ile 

76 arasında değişmekte olup, ortalama 53,74±11,46 yıldır. 
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Şekil 4.1: Cinsiyet dağılımı 

  

 BKI (Vücut Kitle İndeksi) ölçümleri 18 ile 51 kg/m
2 

arasında değişmekte 

olup, ortalama 28,25±6,30 kg/m
2
’dir. 

 Olguların %18,4’ü (n=37) sigara içmektir. İçilen sigara sayıları 3 ile 60 

arasında değişmekte olup, ortalama 18,35±16,18 olarak bulunmuştur. 

 

 

 

 

 

 

 

Erkek;%51,2 
Kadın; %48,8 

Cinsiyet Dağılımı 

Erkek 

Kadın 
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Tablo 4.2: Demografik özelliklerin dağılımı 

 Hasta grubu  

(n=100) 

Kontrol grubu 

(n=101) 

p 

Yaş (yıl) Min-Mak 

(Medyan) 

20-76 (54) 26-75 (57) a
0,155 

Ort±Ss 52,58±12,26 54,88±10,54 

Cinsiyet; n(%) Erkek  53 (53,0) 50 (49,5) b
0,620 

Kadın 47 (47,0) 51 (50,5) 

BKI(kg/m
2
) Min-max 

(medyan) 

20-51 (30) 18-39 (25) a
0,001** 

Ort±Ss 31,22±6,66 25,31±4,21 

Sigara içme durumu; 

n(%) 

Yok  67 (67,0) 97 (96,0) b
0,001** 

Var  33 (33,0) 4 (4,0) 

FEV 1 

(Birinci saniye zorlu 

ekspirasyon 

volümü) 

Min-max 

(medyan) 

23-131 (81) 68-116 (89) a
0,001** 

Ort±Ss 79,27±21,76 91,16±10,45 

FEV C 

(Zorlu vital 

kapasite) 

Min-max 

(medyan) 

31,119 (86) 65-136 (90) a
0,001** 

Ort±Ss 84,05±18,57 91,00±12,32 

FEV 1/FEV C Min-max 

(medyan) 

42-129 (78,5) 66-109 (90) a
0,001** 

Ort±Ss 

 

78,34±11,05 88,88±7,11 

a 
Student t Test  

b
Pearson Chi-Square Test  

**
p<0,01 

 

 Gruplara göre yaş ve cinsiyet dağılımı istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

göstermemektedir (p>0,05). 
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 Hasta grubu olguların BKI ölçümleri kontrol grubundan istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur (p=0,001; p<0,01). 

 

 Gruplara göre sigara içme oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmış olup; hasta grupta sigara içme oranı kontrol grubundan yüksek 

bulunmuştur (p=0,001; p<0,01). 

 

 Hasta grubu olguların FEV 1 ölçümleri (p=0,001), FEV C ölçümleri 

(p=0,002) ve FEV 1/ FEV C oranları (p=0,001) kontrol grubundan istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde düşük bulunmuştur (p<0,01). 

 

Şekil 4.2: Gruplara göre FEV 1, FEV C ve FEV 1/FEV C ölçümlerinin dağılımı 

4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 Bölüm 3.2.2.2.2’de anlatıldığı gibi izole edilen genomik DNA’lar -656 ve -

607 forward ve reverse primerleri kullanılarak yapıldı. 
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Tablo 4.3: -607 Forward (Primer Dizisi) 

Dizi  
Moleküler 

Ağırlık  
Uzunluk TM 

5’-GTCCTGAA… TTATAAAG-3’ 
6340 

g/mol 
21 49ºC 

 

Tablo 4.4: -607 Reverse (Primer Dizisi) 

Dizi 
Moleküler 

Ağırlık  
Uzunluk TM 

5’-CTATTCCT…TGATAGCA-3’ 6116 g/mol 20 48ºC 

 

Tablo 4.5: -656 Forward (Primer Dizisi) 

Dizi  

 

Moleküler 

ağırlık  
Uzunluk  TM 

5’-CCGGCAAG… CTGTTGCAG3’ 7410g/mol 24 57ºC 

 

 

Tablo 4.6:-656 Reverse (Primer Dizisi) 

Dizi  
Moleküler 

ağırlık  
Uzunluk  TM 

5’-CTATTCCT….GACTGACC-3’ 9212 g/mol 30 60ºC 
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4.2.1 MgCl2 Optimizasyonu 

 Genomik DNA’lardan yapılan PCR işleminlerinde farklı MgCl2 oranları 

kullanıldı. MgCl2 olarak 1 mM, 2 mM, 4 mMve 6 mM olarak dört farklı şekilde 

yapıldı. %1,5’ luk agaroz jel elektroforezinde yürütüldü.  

4.3 Tek Nükleotid Polimorfizmi Sonuçları 

 Tek nükleotid polimorfizmlerinin moleküler yöntemlerle araştırılmasında 

PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) yöntemi kullanıldı. 

4.3.1 IL-18 Geni -607 C/A Tek Nükleotid Polimorfizmi 

 IL-18 geni promotor -607 C/A tek nükleotid polimorfizm varlığını araştırmak 

amacıyla PCR-RFLP yöntemi kullanıldı. Hasta ve kontrol grubundan oluşan 

DNA’lar kullanılarak polimorfizmden sorumlu olan gen bölgesi çoğaltıldı. 

Çoğaltılması sonucu oluşan 303bç’lik bölgenin %1,5’luk agaroz jel elektroforez 

görüntüsü Şekil 3. 1’de gösterilmiştir. 

 

                                      

Şekil 4.3: -607 promotor gen bölgesinin çoğaltılarak PCR edildikten sonra 100 baz çifti marker 

kullanılarak elde edilen %1,5’luk agaroz jel elektroforezi görüntüsü. 
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 Sonrasında çoğaltılan bölgenin Tru1I restriksiyon endonüklez enzimi ile 

kesilerek polimorfizm varlığına bakıldı. Kesim sonucu C allel durumunda 199bç, 

75bç ve 33bç’lik kesim parçaları oluşmakta idi. Kesim sonucu A allel durumunda ise 

101bç, 98bç, 75bç ve 29 baz çifti oluşmaktaydı. Kesilen ürünlerin % 3’lük agaroz jel 

elektroforez görüntüsü Şekil 4. 4’de gösterilmektedir. 

                                    

Şekil 4.4: -607 promotor gen bölgesinin Tru1I enzimi ile 100 baz çifti marker kullanılarak elde edilen  

%3’lük jel görüntüsü. 

 

 

Tablo 4.7: -607 kesim sonucu beklenen bant  büyüklükleri 

 

                                         Beklenen Bant Büyüklükleri 

Genotip AA CC CA 

Bant Büyüklükleri 101 bç. 

 98 bç. 

 75 bç. 

 29 bç. 

199 bç. 

 75 bç. 

 29 bç. 

199 bç. 

101 bç. 

 98 bç. 

 75 bç. 

 29 bç. 
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Tablo 4.8: IL-18 gen promotorunda -607 C/A değişimi 

CTTTATAACCTCATTCAGGACTTCCCCTTCCTCCCAAGCTCAATATGGTGTC

AAAGATAGTTGATACAGGCCATTAAGATTTACTTTTCAGTGGAACAGGAGT

CCATTTTCATAAAACTTCTTTATCTGCTGTATCAGATGCAAGCCACACGGA

TACCATCATTAGAATTTTATcTAATAATTTTTACACTTTCTGCAACAGAAAG

TAAGCTTGGGGAGAGGGATACCAAAATTCAGGTAAGAGGGCAAATATTTA

CTTGCAGTTTCCAGTGTTAAACTTTCTATTCCTGGAATGATAGCAAA 

 

 IL-18 gen promotorunda -607’deki sitozinin polimorfizm sonucu adenine 

dönüşecektir. 

4.3.1.1 -607 A/C Nükleotid İçin H-Weinberg Eşitliği 

 G.H. Hardy ve Wilhelm Weinberg’e göre ideal koşullarda allel 

frekanslarından genotip frekansları hesaplanabilir, 

C ve A gibi iki allel için Hardy-Weinberg binomial dağılımı:  

           (4.1) 

P= C frekansı ve q=A frekansı, p+q=1  

 P
2 
CC 

 2pq CA 

 q
2
 AA 

 

Tablo 4.9: Hasta grubunda -607 A/C nükleotid için H- Weinberg eşitliği. 

Hasta Grubu  Gözlenen Frekans Beklenen Frekans  

n                                % n                            % 

CC 49 49,0 52 52,0 

CA 46 46,0 40 40,0 

AA 5 5,0 8 8,0 
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 Allel frekansları; C alleli için 0,72 A alleli için ise 0,28 oranında saptanmıştır. 

Beklenen ve gözlenen frekanslara göre hesaplanan Ki-kare değerimiz, x
2
=2,20 olarak 

saptanmış olup, Ki-kare değerinden küçük bulunmuştur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p=0,05). 

 

Tablo 4.10: Kontrol grubunda -607A/C nükleotid için H-Weinberg eşitliği. 

Kontrol Grubu  Gözlenen Frekans Beklenen Frekans  

n                                % n                            % 

CC 64 63,3 65 64,3 

CA 34 33,7 32 31,7 

AA 3 3,0 4 4,0 

 

 

 Allel frekansları C alleli için 0,80 A alleli için ise 0,20 oranında saptanmıştır. 

Beklenen ve gözlenen frekanslara göre Ki-kare değerimiz, x
2
=0,39 olarak saptanmış 

olup, tablo Ki-kare değerinden küçük bulunmuştur. Populasyon Hardy-Weinberg 

dengesindedir (p>0,05). 
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4.3.1.2 -607 Nükleotid Varyantlarının Değerlendirilmesi 

Tablo 4.11: -607 nükleotid varyantlarının değerlendirilmesi. 

-607 nükleotid 
Hasta grubu  

(n=100) 

Kontrol grubu 

(n=101)  
p 

CC 

 
49 (49,0) 64 (63,3) 

 
CA 

 
46 (46,0) 34 (33,7) 

AA 5 (5,0) 3 (3,0) 

Varyant  

CC 
Yok 51 (51,0) 37 (36,6) 

b
0,040* 

Var  49 (49,0) 64 (66,3) 

CA 
Yok  54 (54,0) 67 (66,3) 

b
0,074 

Var  46 (46,0) 34 (33,7) 

AA 
Yok  95 (95,0) 98 (97,0) 

d
0,498 

Var  5 (5,0) 3 (3,0) 

 Allel  

C 144 (72,0) 162 (80,2) 
b
0,054 

A 56 (28,0) 40 (19,8) 

b
Pearson Chi-Square Test    

d 
Fisher’s Exact Test       *p<0,05 

 

 Hasta grubu olguların %49,0’unda (n=49)CC, %46,0’sında (n=46) CA ve 

%5,0’inde (n=5) AA varyantı gözlenmiştir. Kontrol grubu olguların %63,3’ünde 

(n=64) CC, %33,7’sinde (n=34) CA ve %3,0’ünde (n=3) AA varyantı gözlenmiştir. 
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Şekil 4.5:-607 nükleotid varyantlarının dağılımı 

 Gruplara göre CC varyant oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmış olup; hasta grupta CC varyant oranı kontrol grubundan düşük 

bulunmuştur (p=0,040; p<0,05). 

 Gruplara göre CA varyant oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmazken; hasta grupta CA varyant oranının kontrol grubundan yüksek 

olması dikkat çekicidir (p=0,074; p>0,05). 

 Gruplara göre AA varyant oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmamıştır (p>0,05). 

 Hasta grupta A alleli oranının kontrol grubundan yüksek olması istatistiksel 

olarak anlamlı olmamakla beraber, anlamlılığa yakın bulunmuştur (p=0,054; 

p>0,05). 
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4.3.2 IL-18 Geni  -656 G/T Tek Nükleotid Polimorfizmi 

 IL-18 geni promotor -656 G/T tek nükleotid polimorfizm varlığını araştırmak 

amacıyla PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yöntemi 

kullanıldı. Hasta ve kontrol grubundan oluşan DNA’lar kullanılarak polimorfizmden 

sorumlu olan gen bölgesi çoğaltıldı. Çoğaltılması sonucu oluşan 125 bç’lik bölgenin 

%1,5’luk agaroz jel elektroforez görüntüsü Şekil 4. 6’de gösterilmiştir. 

                    

Şekil 4.6: -656 promotor gen bölgesinin PCR ile çoğaltıldıktan sonra edilen ve 100 baz çifti marker 

kullanılarak elde edilen %1,5’luk agaroz jel elektroforez görüntüsü. 

 

 Sonrasında çoğaltılan bölgenin MwoI restriksiyon endonüklez enzimi ile 

kesilerek polimorfizm varlığına bakıldı. Kesim sonucu 92 bç ve 33 bç’lik RFLP 

oluşmakta idi. Kesilen ürünlerin % 3’lük agaroz jel elektroforez görüntüsü Şekil 4. 

7’de gösterilmektedir. 

 

                                           

Şekil 4.7: -656 promotor gen bölgesinin MwoI enzimi ile 100 baz çifti marker kullanılarak elde edilen  

%3’lük jel görüntüsü.  
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Tablo 4.12: -656 kesim sonucu beklenen bant büyüklükleri. 

 

                                         Beklenen Bant Büyüklükleri 

Genotip TT GG GT 

Bant Büyüklükleri 125 bç. 92 bç. 

33bç. 

125 bç. 

92 bç. 

33 bç. 

  

Tablo 4.13: IL-18 gen promotorunda -656 G/T değişimi. 

CACTTTCTGCAACAGAAAGTAAGCTTGCGGAGAGGGgTACCAAAATTCG 

GTAAGAGGGCAAATATTTACTTGCAGTTTCCAGTGTTAAAACTTTCTATT

CCTGGAATGATAGCAAAGACTGACC 

 

 IL-18 gen promotorunda meydana gelen polimorfizm sonucu -656’de guanin 

timine dönüşecektir. 

 

4.3.2.1 -656 G/T nükleotidi için H-Weinberg Eşitliği 

 G.H. Hardy ve Wilhelm Weinberg’e göre ideal koşullarda allel frekanslarında 

genotip frekansları hesaplanabilir, 

G ve T gibi iki allel için Hardy-Weinberg binomial dağılımı: 

                     (4.2) 

P=G frekansı ve q=T frekansı, p + q=1 

 P
2
 GG 

 2pq GT 
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 q
2
 TT 

 

Tablo 4.14: Hasta grubunda -656 G/T nükleotidi için H-Weinberg eşitliği. 

Hasta Grubu  Gözlenen Frekans Beklenen Frekans  

n                                % n                            % 

GG 49 49,0 46 46,0 

GT 37 37,0 44 44,0 

TT 14 14,0 10 10,0 

 

 Allel frekansları G alleli için 0,68 T alleli için 0,32 oranında saptanmıştır. 

Beklenen ve gözlenen frekanslara görehesaplanan Ki-kare değerimiz x
2
=2,91 olarak 

saptanmış olup, tablo Ki-kare değerinden küçük bulunmuştur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p>0,05). 

 

Tablo 4.15: Kontrol grubunda -656 G/T nükleotidi için H-Weinberg eşitliği. 

Kontrol Grubu  Gözlenen Frekans Beklenen Frekans  

n                                % n                            % 

GG 55 54,5 57 56,4 

GT 41 40,5 38 37,6 

TT 5 5,0 6 6,0 

 

 

 Allel frekansları G alleli için 0,75 T alleli için 0,25 oranında saptanmıştır. 

Beklenen ve gözlenen frekanslara göre hesaplanan Ki-kare değerimiz, x
2
=0,47 olarak 

saptanmış olup, tablo Ki-kare değerinden küçük bulunmuştur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p>0,05). 
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4.3.2.2 -656 Nükleotid Varyantının Değerlendirilmesi 

Tablo 4.16: -656 G/T nükleotid varyantının değerlendirilmesi. 

-656 nükleotid 
Hasta grubu  

(n=100)% 

Kontrol grubu 

(n=101) % 
p 

GG 

 
49 (49,0) 55 (54,5) 

 
GT 

 
37 (37,0) 41 (40,5) 

TT 14 (14,0) 5 (5,0) 

Varyant  

GG 
Yok 51 (51,0) 46 (45,5) 

b
0,439 

Var  49 (49,0) 55 (54,5) 

GT 
Yok  63 (63,0) 60 (59,4) 

b
0,601 

Var  37 (37,0) 41 (40,6) 

TT 
Yok  86 (86,0) 96 (95,0) 

b
0,028* 

Var  14 (14,0) 5 (5,0) 

 Allel  

G 135 (67,5) 151 (74,8) 
b
0,109 

T 65 (32,5) 51 (25,2) 

b
 Pearson Chi-Square Test       *p<0,05 

 

 Hasta grubu olguların %49,0’unda (n=49) GG, %37,0’sinde (n=37) GT ve 

%14,0’ünde (n=14) TT varyantı gözlenmiştir. Kontrol grubu olguların %54,5’inde 

(n=55)GG, %40,5’inde (n=41) GT ve %5,0’inde (n=5) TT varyantı gözlenmiştir. 
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Şekil 4.8:-656 nükleotid varyantlarının dağılımı. 

 

 Gruplara göre GG ve GT varyant oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

göstermemektedir (p>0,05). 

 Gruplara göre TT varyant oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmış olup; hasta grupta TT varyant oranı kontrol grubundan yüksek 

bulunmuştur (p=0,028; p<0,05). 

 Gruplara göre allel dağılımları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmamıştır (p>0,05). 
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Tablo 4.17: Gruplara göre varyant çiftlerinin değerlendirilmesi. 

 Hasta grubu  

(n=100) 

Kontrol grubu 

(n=101) 

p 

CC/GG Yok 76 (76,0) 66 (65,3) 
b
0,097 

Var  24 (24,0) 35 (34,7) 

CC/GT Yok 83 (83,0) 76 (75,2) 
b
0,176 

Var 17 (17,0) 25 (24,8) 

CC/TT Yok 92 (92,0) 97 (96,0) 
b
0,227 

Var 8 (8,0) 4 (4,0) 

CA/GG Yok 77 (77,0) 84 (83,2) 
b
0,273 

Var  23 (23,0) 17 (16,8)  

CA/GT Yok 81 (81,0) 85 (84,2) 
b
0,555 

Var 19 (19,0) 16 (15,8) 

CA/TT Yok 96 (96,0) 100 (99,0) 
d
0,212 

Var 4 (4,0) 1 (1,0) 

AA/GG Yok 98 (98,0) 98 (97,0) 
d
1,000 

Var 2 (2,0) 3 (3,0) 

AA/GT Yok 99 (99,0) 101 (100) 
d
0,498 

Var 1 (1,0) 0 (0) 

AA/TT Yok 98 (98,0) 101 (100) 
d
0,246 

Var 2 (2,0) 0 (0) 

b
 Pearson Chi-Square Test        

d 
Fisher’s Exact Test        

 Gruplara göre CC/GG varyant oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmazken; hasta grupta CC/GG varyant oranının kontrol grubundan 

düşük olması dikkat çekicidir (p=0,097; p>0,05). 

 Gruplara göre CC/GT ve CC/TT varyant oranları istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık göstermemektedir (p>0,05). 

 Gruplara göre CA/GG, CA/GT ve CA/TT varyant oranları istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). 

 Gruplara göre AA/GG, AA/GT ve AA/TT varyant oranları istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Astım kronik akciğer hastalığı olup, IgE seviyesinin artması sonucu meydana 

gelen genetik bir hastalıktır. Dünyada ve ülkemizde birçok kişiyi etkilemektedir. 

Astım hastalığının nedeni çevresel faktörler olabileceği gibi genetik faktörler de 

hastalığın oluşmasını etkilemektedir.  Bizim çalışmamızda hasta grubu 100 ve 

kontrol grubu 101 kişiden oluşmaktadır. Hasta grubunun yaş ortalaması 52,58±12,26 

kontrol grubunun yaş ortalaması 54,88±10,54 olarak bulundu. Sigara içme alışkanlığı 

açısından değerlendirildiğinde hasta grubu %33 sigara içme oranına sahipti. Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında bu oran anlamlı idi. (p:0,001) Bazal kitle indeksi (BKI) 

açısından değerlendirildiğinde kontrol grubuna (25,31±4,21) göre hasta grubunun 

(31,22±6,66) BKI değerleri istatistiksel açıdan anlamlı farklı bulundu. Astım 

hastalığının patogenezinde obezite ve sigara alışkanlığı olduğu litaratürde 

belirtilmiştir.  

 

  Biz bu çalışmada Astım hastalığında IL-18’in promotor bölgesinde -607 ve -

656 bölgesinde meydana gelen polimofizmi araştırdık. IL-18 başlangıçta IFN-γ 

üretimini indükleme ve Th1 hücre farklılaşmasını sağlayabilen güçlü bir sitokindir. 

Bizim çalışmamızda IL-18 promotor -607 da hasta (n=49 %49,0) ve kontrol grubu 

(n=64 %63,3) karşılaştırıldığında CC genotip oranları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık saptanmış olup; hasta grupta CC varyant oranı kontrol grubundan 

düşük bulunmuştur (p=0,040; p<0,05). CA genotip oranları arasında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık saptanmazken; hasta grupta CA genotip oranının kontrol 

grubundan yüksek olması dikkat çekicidir (p=0,074; p>0,05). AA genotip oranları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmamıştır (p>0,05). Hasta grupta A 

alleli oranının kontrol grubundan yüksek olması istatistiksel olarak anlamlı 

olmamakla beraber, anlamlılığa yakın bulunmuştur (p=0,054; p>0,05). IL-18 

promotor -656 da hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında GG ve GT varyant 

oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermedi. (p>0,05).TT genotip oranları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmış olup; hasta grupta TT (n=14 

%14,0)  genotip kontrol grubundan (n=5 %5,0) yüksek bulunmuştur (p=0,028; 
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p<0,05). Gruplara göre allel dağılımları arsında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmamıştır (p>0,05). Bu çalışmada IL-18 promotorda -607 ve -656 bölgeleri 

haplotip çalışmasında hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında CC/GG haplotipte 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmazken; hasta grupta CC/GG varyant 

oranının kontrol grubundan düşük olması dikkat çekicidir (p=0,097; p>0,05). 

Gruplara göre CC/GT hasta grubunda (n= 76 %76,0) kontrol grubunda ise (n=66 

%65,3) ve CC/TT hasta grubunda (n=92 %92) kontrol grubunda ise (n=97 %96,0) 

varyant oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). 

Gruplara göre CA/GG, hasta grubunda (n=77 %77) kontrol grubunda ise (n=97 

%96,0) CA/GT hasta grubunda (n=92 %92) kontrol grubunda ise (n=97 %96,0) ve 

CA/TT hasta grubunda (n=96 %96) kontrol grubunda ise (n=100 %99,0) varyant 

oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). Gruplara 

göre AA/GG, AA/GT ve AA/TT varyant oranları istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

göstermemektedir (p>0,05). 

 Sadeghi ve diğ.
 

[109] yapmış olduğu çalışmada vezikoüreteral reflü 

hastalığında IL-18 gen promotor -137 G/T genotip sıklığı ve GC ve GC/CC 

genotiplerin görüldüğü bireylerde hastalığın daha az görüldüğü bulunmuştur. IL-18 

gen promotor -137 G/C için genotip sıklığı %41,093, kontrol grubunda %56,3 ve 

GC/CC genotipi için %45,97 ve kontrol grubunda %61,82‘ dir. Zhou ve diğ. [110]
 

yapmış olduğu çalışmada sarkoidoz hastalığında -607 C/A ve -656 G/T 

polimorfizminin bu hastalık ile ilişkisi saptanmıştır. En yaygın haplotiplerden biri 

olan -607 C/-656 G haplotipinin promotor aktivitesi, diğer yaygın haplotip -607A/-

656T’ninkinden anlamlı derecede yüksek bulunmuştur. Klinik fenotipler arasında 

hasta özellikleri ve kontroller açısından bakıldığında bir ilişki bulunamamıştır. 

Abdolahi ve diğ. [111]
 
105 hasta ve 148 sağlıklı kontrol ile yapmış oldukları 

çalışmada İran’da trioit kanseri ile IL-18 -656 polimorfizmi arasındaki ilişkiye 

bakılmıştır. TT genotipinin Tiroid kanseri riskini anlamlı derecede artırdığı 

gözlenlenmiştir. IL-18 gen -607 C/A pozisyonundaki polimorfizm ile bir ilişki 

bulunamamıştır. 

 Elneam ve diğ. [112] tarafından 62 diabetik nefropati hastası ile 52 diabetik 

mellitus hastasını karşılaştırdıkları çalışmada, -607 C/A ve -656 G/T allellerinin 

diabetik nefrobati ve diabetik mellitus arasında anlamlı bir farklılığa sahip olmadığı 

ancak IL-18 gen promotor -137 G/C polimorfizme bakıldığında diabetes mellituslu 
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hastalarda anlamlı olarak daha az diabetik nefropatili hastalarda C alleli anlamlı 

olarak daha az görülmüştür. Farjadfar ve diğ. [113]
 
yapmış olduğu çalışma 73 

akciğer kanseri hastası ve kontrol grubu arasında IL-18 -607 genotip dağılımlarında 

anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Ayrıca -607 CA ve AA genotipleri olan hastalar 

2,60 kat ve 3,15 kat akciğer kanseri riskinde artışa sahip olduğu tespit edilmiştir. 

 

 Hazza ve diğ. [114]
 
yapmış olduğu çalışmada IL-18 gen promotor -607 C/A 

polimorfizmi aftöz stomatit duyarlılığı ile ilişkili bulunmazken, Behçet hastalığı olan 

hastalarda promotor -137 G/C polimorfizmi GG genotipi arasında pozitif bir ilişki 

bulunmuştur. Sadeghi-bojd ve diğ.
 
[109] yapmış olduğu çalışmada Vezikoüreteral 

reflü hastalığında -607 C/A polimorfizmi arasında anlamlı ilişki bulunamamıştır. 

Taheri ve diğ. [115] yapmış olduğu çalışmada meme kanseri olan hastalar ile IL-18 -

607 (rs1946518) polimorfizmine ilişkin kontrol denekleri arasında anlamlı bir fark 

bulunamamıştır. Nielsen ve diğ. [116]
 

yapmış olduğu çalışmada tip 1 diyabet 

hastalığında IL-18 -607 C/A polimorfizminin Avrupalılarda değil, Asyalılarda tip 1 

diyabet hastalığına yatkınlığı arttırabileceği bulunmuştur. Fouad ve diğ. [117] yapmış 

olduğu çalışmada IL-18 geni promotor -607 C/A polimorfizminde CC genotipinin 

lupus nefriti, artrit ve immunolojik bozukluklar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir ilişki bulmuşlardır. IL-18 gen promotor -607 C/A pozisyonundaki promotor 

polimofizmleri sistemik lupus eritematozus akut alevlenmesine katkısı vardır. 

Sistemik lupus eritematozus hastalarında IL-18 ‘in üretiminin arttığı bulunmuştur. 

Song ve diğ. [118] yapmış olduğu çalışmada romatoid artrit hastalığında IL-18 -607 

C aleli arasında bir ilişki bulunamamıştır. 

 Kara ve diğ.[119] yapmış olduğu çalışmaya 109’u spontan şifa ile 

sonuçlanan, 162’sinde kronik hepatit, 84’ü karaciğer sirozu, 30’u hepaselüler kanser 

geliştiği gözlenen 271 hepatit B virüsü enfeksiyonu olan hasta dahil edilmiştir. Hasta 

grubu 280 sağlıklı kontrol ile karsılaştırıldığında -607 AA genotipin sağlıklı 

kontrollerde anlamlı bir şekilde fazla görülmüştür. Moravej ve diğ. [120] yapmış 

olduğu çalışmada Viseral leismaniasis hastalığında IL-18 gen - 656 pozisyonunda T 

allelinin Viseral leismaniasis’e direnç için genetik bir faktör olarak değerlendirilmesi 

söylenilmiştir. 
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Sonuç olarak IL-18 promotor -607 A/C ve -656 G/T nükleotid değişimlerinin 

astım hastalığı ile ilişkisi olup olmadığına dair yaptığımız bu tez çalışmasında -607 

hasta grubunda CC varyantı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı yüksek 

bulundu. -656 G/T değişiminde GG, GT ve TT varyantları arasında hasta ve kontrol 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlılık bulunmadı. Çalışma astım 

hastalarında serum IL-18 seviyeleri bakılarak genişletilebilir. Astım hastalığı 

multifaktöriyel bir hastalık olduğu için hasta sayısı çok daha fazla arttırılarak çalışma 

genişletilebilir. 
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7. EKLER 

EK A (100 Bp DNA Ladder) 

 

EK A.1: GeneRuler 100 bp DNA ladder 
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EK A.1 (50 Bp DNA Ladder) 

 

EKA.2: GeneRuler 50 bp DNA ladder 
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EK B (Asgari Bilgilendirilmiş Hasta Gönüllü Olur Formu) 
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EK B.1 (Asgari Bilgilendirilmiş Hasta Gönüllü Olur Formu Devamı) 
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EK C (Asgari Bilgilendirilmiş Sağlıklı Gönüllü Olur Formu) 
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EK C.1 (Asgari Bilgilendirilmiş Sağlıklı Gönüllü Olur Formu) 
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EK D (Etik Kurulu Karar Formu) 
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EK D.1 (Etik Kurul Karar Formu Devamı) 

 

 


