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ÖZET 
 
 

Dünya nüfusunun 1/3’ ü tüberküloz (TB) basili ile infektedir, Tüberküloz 
hastalığı bu bireylerin sadece % 5-10’ unda gelişmektedir. Başta HIV olmak üzere 
bir çok infeksiyon, yaş, beslenme ve konağın bağışıklık yanıtını düzenleyen genetik 
faktörler hastalığa dönüşümü etkileyen önemli etmenlerdir. TB hastalığına 
yatkınlıkta “Purinergic Receptor” (P2X7), IFNγ genlerindeki tek nükleotid 
değişimlerinin etkili olduğunu gösteren bir çok yayın vardır (1-4).   
 

IFN-γ, TB hastalığına dirençte en önemli sitokindir. İmmün sistemin fonksiyonun 
ve gelişiminin regülasyonunda önemli rol oynar. Çoğunlukla T hücreleri (CD4+ ve 
CD8+) ve Doğal killer hücreleri tarafından salgılanır. IFN-γ,  Th1 yönünde 
farklılaşmada önemlidir. IFN-γ ‘nın mikobakteri enfeksiyonlarını sınırlamada önemli 
olduğunu gösteren yayınlar var (4,26). 
 

Daha önce birimimizde Tüberkülozlu hastalarda gamma interferon + 874T/A 
polimorfizmi ' ne yönelik yapılan çalışmada, interferon gamma +874 bölgesinde TT 
olmanın tüberküloza dirençle ilişkili olduğu bulunmuş ve bu bölgedeki 
polimorfizmin interferon yanıt düzeyini etkilediği gözlenmiştir. Bu gözlem TB 
hastalığına yatkınlıkla ilgili bu gen içinde başka bölgelerin veya başka genlerdeki 
değişikliklerin de yatkınlık veya dirençle ilgili olabileceğini düşündürmektedir (6) 
 

Yukarıda özetlediğimiz polimorfizm dışında İnterferon gamma geni promoter 
bölgesinde -155 A/G ve -183 G/T polimorfizmlerinin işlevsel önemi olduğunu 
düşündüren çalışma yayınlanmıştır (4) 
 

Bu projede biz TB hastalığına dirençte interferon gamma geni -155A/G ve           
-183G/T polimorfizmlerinin ilişkisini bir olgu - kontrol araştırması ile incelemeyi 
planladık. Ve çalışmalarımız sonucunda Türk toplumunda bu polimorfizme 
rastlamadık. 
 

Yapılan bir çok çalışmada P2X7 reseptörü SNP’ lerinin TB’ ye genetik 
yatkınlıkla ilgili olduğu gösteriliyor (7) (3). Bizde IFN-γ promoter 
polimorfizmleriyle ilgili yaptığımız araştırmaların ardından P2X7 ile TB’ ye 
yatkınlık arasında Türk toplumunda bir yatkınlık olup olmadığını araştırdık.  
Çalışmamızın sonucu P2X7 genindeki Glu496Ala değişimine sebep olan A1513C 
polimorfizmi Akciğer TB li hastalarda ve sağlıklı kontrollerde gösterildi fakat 
sağlıklı kontrollerdeki sonuçlarla TB hastalarının sonuçları birbirine çok yakın 
olduğu için Tüberküloz hastalığına yatkınlıkta bu polimorfimin rolü olduğunu 
söyleyemeyiz.  
 
 
Anahtar Kelimeler: Tüberküloz, İnterferon Gamma, P2X7, Polimorfizm 
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ABSTRACT 
 
 

About 1/3 population of the world is infected with tuberculosis basillus, TB, but the 
TB disease develops only in %5-10 of the infected.  Various infections such as HIV, the 
age and diet of the host, and the genetic factors that regulate the host’s immune response 
are important factors  in developing the disease. There are many studies demostrating that 
a single nucleotide polymorphisms in “Purinergic Receptor” (P2X7), IFNγ promoter  
genes affects suceptibility to TB disease (1-4).   
 

IFN-gamma is the most important cytokine in resistance to TB disease. It plays 
crucial roles in the  regulation of the development and function of the immune system . It 
is mostly secreted by the T cells (CD4+ and CD8+)  and NK cells. IFN-gamma is 
important for the transformation towards Th1. There are studies showing that IFN-γ is 
important in limiting mycobacterial infections (4-26). 

 
In a study of ours regarding gamma interferon + 874T/A polymorphysims in TB 

patients, the presence of TT in the interferon gamma +874 region was found to be related 
with TB resistance and the polymorphism in this region was associated with interferon 
response levels. This observation led us to think that other regions in this particular gene 
or other polymorphisms in other genes might be related to sucseptibility or resistance to 
TB disease (6). 

 
Other than the polymorphism we have described above, there are studies suggesting 

that the   -155 A/G and -183 G/T polymorphisms in the interferon gamma gene promoter 
region might have functional importance (4).    

 
In this study, we aimed to investigate the relation of -155A/G and -183G/T 

polymorphisms in the interferon gamma gene with resistance to TB in a case- control 
study. After all our studies, we have found no this polymorphism in Turkish people   

 
Many studies have shown that P2X7 receptor single nucleotide polymorphisms 

(SNP) are associated with genetic predisposition to TB disease (3, 7). After the 
investigation we have made on the IFN-γ promoter polymorphism, we also have 
investigated whether there is a relationship between P2X7 and sucseptibility to TB in the 
Turkish population.  As a result of our study, we have demonstrated the presence of the 
A1513C  polymorphism that causes a change in the Glu496Ala in P2X7 gene in the TB 
patients and healtly controls, but since the control group results were found to be similar 
with TB patient, we can not conclude that this polymorphism is directly related to 
sucseptibility to TB.  

 
 

Key Words: Tuberculosis, İnterferon Gamma, P2X7, Polymorphisms 
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GİRİŞ 
 

 
Tüberküloz 120 yıldan beri etkeni bilinmesine, 61 yıldır tedavi edilebilmesine 

ve korunulabilir bir hastalık olmasına rağmen hem gelişmiş hem gelişmekte olan 
ülkelerde yüksek morbidite ve mortalite bakımından önemini sürdüren bir hastalıktır 
(8). Dünya nüfusunun 1/3’ü tüberküloz basili ile enfektedir. Yılda 62 milyon kişi 
mikrobu almakta ve 8–10 milyon kişi de hastalanmaktadır (1, 9). Ülkemizde de her 
yıl 35–40 bin kişinin tüberküloza yakalandığı tahmin edilmektedir. Ancak Sağlık 
Bakanlığı tarafından bu hastaların sadece 17 bini saptanabilmekte, saptanabilen 
hastaların da ancak 6 bini tedavi edilebilmektedir. Tüberküloz dünyada ölüme neden 
olan ilk on hastalıktan biridir (9). 
 

Tek yumurta ve çift yumurta ikizlerinde yapılan çalışmalar bazı hastalarda 
Tüberküloza karsı genetik yatkınlık olduğunu düşündürmektedir. Topluma dayalı 
çalışmalar Tüberküloz ile bazı HLA-allel‘leri arasında ilişki bulmustur. Aynı 
zamanda vitamin D reseptörü, interlökin 1 ve doğal dirençle ilgili makrofaj proteini 
(NRAMP1) için olan genlerde polimorfizm saptanmıştır. Bu polimorfizmlerin 
fonksiyonel önemi henüz bilinmemesine rağmen NRAMP1 polimorfizmi interlökin- 
10 regülâsyonuyla birlikte Tüberküloza eğilimi etkiliyor olabilir. Genetik 
polimorfizm ve Tüberküloz duyarlılığı arasındaki ilişki etnik orijine göre değişebilir, 
ancak küresel Tüberküloz yüküne ne kadar katkıda bulunduğu net değildir, çünkü 
ömür boyu karşılaşılan çevresel etkilerle genetik yatkınlığı ayırmak çok güçtür (10). 

 
M.Tuberculosis ile infeksiyon sonrasında kişiler arasındaki farklılıklar değişik 

doğal direnç mekanizmalarının etkinliğiyle kısmen açıklanabilir. Fagositoz,  immun 
tanıma, sitokin oluşumu ve effektör mekanizmaların hepsi doğal dirence katkı sağlar. 
Bu noktada, farklı gen polimorfizminin Tüberküloz duyarlılığı ve ciddiyetiyle ilişkili 
olduğu gösterilmiştir. Bu polimorfizmin bazısı fonksiyoneldir; ama çoğunun 
fonksiyonel (immünolojik) değişiklikleri henüz gösterilmemiştir ki bu konularda 
yeni çalışmalara ihtiyaç vardır (11). 

 
Patojen vücuda girdikten sonra makrofajlar aktive edilir ve proinflamatuvar 

sitokinler sekrete edilir, inflamasyon oluşur ve immün hücreler çağırılır ve sonuç 
olarak fagositler mikrobu yok eder ve toksik metabolitler salınır.  IFN- γ (Orijinal 
adlandırması Makrofaj aktive edici faktör) aralarında en önemlisidir. IFN-γ  ile 
makrofajların uyarımı direkt olarak antimikrobiyal ve antitümör mekanizmalarını 
uyarır. IFN-γ lökositlerin çağırılmasını yönetir ve birçok hücre tipine farklılaşmayı, 
olgunlaşmayı ve büyümeyi yönetir(113–115). İlaveten, NK hücre aktivitesini arttırır 
(116) ve sınıf değişimi ve immünglobulin üretimi gibi B hücre fonksiyonlarını 
düzenler(115–117). IFN-γ  Tüberküloza karşı bağışıklıkta önemlidir. IFN-γ 
sitokininin reseptörlerindeki defektlerin Tüberküloza yatkınlığın arttığı biliniyor 
(4,69). 

 
 

 1



Pürinerjik reseptörler yüksek derecede makrofajlarda ekspresse olurlar ve ATP 
uyarımı ile mikobakterinin ölümüne aracı olurlar (12). TB yatkınlığı ile P2X7 SNP’ 
lerin arasında ilişki bulundu. (7). A1513C SNP ‘ nın son bir çalışmasında pulmoner 
TB değil fakat Extrapulmoner TB ile ilişkisi gösterildi (3). 
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GENEL BİLGİLER  
 
 
2.1. Tüberküloz 

 
2.1.1. Tüberkülozun tarihçesi ve Epidemiyolojisi 

Tüberküloz, tanımlanmış en eski hastalıklardan biridir (13). Eski mısır 
mumyaları üzerinde bulunan lezyonlardan alınan doku parçalarında PCR (polimeraz 
zincir reksiyonu) yöntemi ile Mycobacterium’a ait DNA parçaları gösterilmiştir.(14, 
15) Robert Koch, Tüberküloz basilini 125 yıl önce 24 Mart’da keşfetmişyir. Bu 
nedenle 24 Mart her yıl kutlanmak üzere ‘ Dünya Tüberküloz Günü’ ilan edilmiştir 
(16).  

 
Tüberküloz, dünya çapında en yaygın bulaşıcı hastalıkların birisidir (17). Tüm 

organlarda görülebilen Tüberküloz hastalığında, en sık tutulan organ  %85 oranı ile 
akciğerlerdir. Etkeni, patogenezi ve tedavi yolları çok iyi bilinmesine rağmen 
hastalık çok sayıda genç erişkinde yol açtığı ölümlerle dünyada önemini 
sürdürmektedir(18).   

 
Gelişmekte olan ülkelerde, Tüberküloz, yüksek hastalık ve ölümlülük oranlarını 

gösterir. Hastalık, HIV ile infekte hastalar gibi immün sistemi baskılanmış kişiler 
arasında özellikle batılı ülkelerinde artış gösteriyor (17, 19, 20). 2000 yılında her 100 
000 kişiden 5,8’ inde görülme sıklığı ile U.S. de 16 377 Tüberküloz vakası vardı. 
Görülme sıklığı durmadan azalıyordu. 1993’de her 100000 kişiden 10,5’inde görülme 
sıklığı ile 26673 Tüberküloz vakası zirve yapmıştı. Bu artış,  antiretroviral tedaviden 
önceki periyodda HIV ile infekte bireylere büyük ölçüde bağlıydı (19–21). Diğer 
taraftan 1997’ de Tüberkülozun dünya çapındaki görülme sıklığının 8000000 olduğu 
ve bunların 2000000’nun öldüğü tahmin ediliyor. Vakaların çoğu gelişmekte olan 
ülkelerdeydi (19).  
 

Dünya sağlık organizasyonu, dünya çapında Tüberkülozun görülme 
yaygınlığının 2005 de 14 milyonu aştığını ve bu kişilerin 1,5 milyondan fazlasınında 
hastalıktan öldüğü tahmin ediyor (22). Dünya sağlık organizasyonu (WHO) neredeyse 
dünyanın üçte birinin Tüberküloz basili( Şekil 2.1) ile infekte olduğunu ve bu 
bireylerin %5–10’ nun yaşamları esnasında aktif TB gelişmiş olduğunu tahmin ediyor 
(23). 

 
Ülkemizde TB’nin durumu değerlendirildiğinde, hastalık insidansı açısından 

başarılı kontrol programı uygulanmış ülkeler ile kötü programlar uygulanmış ülkeler 
arasında bir konumumuz olduğu görülmektedir. Hastalık insidansı Hindistan, 
Bangladeş, Çin gibi ülkelerde yüz binde yüzün üzerinde, hatta yüzbinde ikiyüzün 
üzerindedir. Ülkemizdeki TB hastalık insidansı, 2000 yılında Verem Savaş 
Dispanserine kayıtlı hastalara göre hesaplandığında yüzbinde 27’dir (24). 
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TB gelişimini; yaş, alkol, yetersiz beslenme ve HIV gibi birçok faktörler 
etkileyebilir.  Belli monozigotik ve dizigotik ikililerdeki farklı uyum oranları ve farklı 
ırksal farklılıklardan kaynaklanan konak genetik faktörleri M.tuberculosis’ e 
yatkınlıkta önemli belirleyicilerdir. Özelliklede konağın bağışıklık yanıtını düzenleyen 
genetik faktörler M.Tuberculosis’ e yatkınlıkta önemli önemli rol oynarlar (2, 25).  
 
2.1.2. Mikobakterinin morfolojisi ve yapısı 

Tüberküloz’ a M. Tuberculosis sebep olur. Spor formunda olmayan, hareketsiz 
zorunlu aerobik bir bakteridir (26). Bu nedenle oksijen konsantrasyonunun yüksek 
olduğu dokularda yerleşmeye eğilimlidir ve akciğerlerde de oksijen konsantrasyonun 
yüksek olduğu apikal bölgede daha sık tutulum vardır (27).  Mycobacterium’ un 
hücre duvarı mycolic acids gibi uzun zincirli birkaç kompleks lipidleri içerir (Şekil 
2.2) (26). Bu özelliğinden dolayı da karbolfuksin ile boyandıktan sonra asid ve 
alkolle deklorize edilemez. Bu özellik aside dirençli bakteri (ARB) tanımını ortaya 
çıkarmıştır (27). Hücre duvarı elemanları tüm Freund’ ın adjuvanı içinde kullanıldı 
ve bu adjuvan deney hayvanlarında antijene bağışık yanıtı arttırmak için kullanıldı. 
Organizma, hücre duvarında hiç eksotoksin üretmez ve hiç endotoksin içermez (26). 

 
 
 
 
 

 

 
Şekil 2.1. TB morfolojisi (28). 
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Şekil 2.2. Mikobakterinin hücre duvarı:  1 -dış lipit, 2- mikolik acid,  3- polisakkaritler 

(arabinogalactan), 4- peptidoglikan, 5- plasma zarı, 6- lipoarabinomannan (LAM), 
7- fosfatidil inositol mannozid, 8- hücre duvar iskeleti (29). 

 
2.1.3.Tüberküloz patogenezi ve immünolojisi 
İnsanlar bu bakteri için doğal bir rezervuardır. Akciğerde gizlenmiş olan 

hastalık etkeni hava yolu solunumu ile kişiden kişiye aktarılır. Organizma sistemik 
ve kronik bir hastalığa sebep olur. Vücuttaki organ ya da dokulara penetre olur (21, 
30–34). En bulaşıcı olanları, balgam mikroskobisinde “aside dirençli bakteri” (ARB) 
pozitif olan akciğer ve larinks TB’u olanlardır. Yayma negatif TB’ lu hastaların 
bulaşıcılığı çok daha azdır (35). Hasta ile yakın vede uzun süreli teması olan kişilere 
karşı bulaşma ihtimali daha fazladır. Bu kişiler bazen aynı iş yerini ya da aynı evi 
paylaşmış olan arkadaşlar, çoğunluklada aile içi bireyler olabilir. Bazı şuşların daha 
bulaşıcı olduğu gösterilmiştir (36).  
 

Bakterinin temizlenmesinde özellikle makrofajlar ve makrofaj fonksiyonu 
üzerine etkili olan sitokinlerin önemli rolü vardır (37). Akciğer TB’unda dört evre 
vardır. Birinci evrede; Alveollere gelen M. Tuberculosis’i öldürmek için ilk savunma 
makrofajlardan gelir( Şekil 2.3). Basilin öldürülmesinde, konağın mikrobiyal fagositer 
kapasitesi, alınan basilin sayısı ve virulans faktörü önemlidir. Organizma, makrofaj 
tarafından öldürülmekten kaçış eğilimindedir ve fagosomlar gibi vakuoller içinde 
yaşamını sürdürür. Bu vakuoller, lizozamal enzimler ile birleşmeden kaçınır ve 
kaçınarak degredasyonu önler. Ve basil kaçmayı başarınca çoğalmaya başlar. İkinci 
evrede; Konak, infeksiyonu kontrol için gerekli olan inflamatuvar cevab ile M 
Tuberculosis’ e tepki gösterir. İlk önce kandaki monosit ve inflamatuvar hücreler 
akciğere gelirler. Monositler dokuya ulaşması ile makrofajlara dönüşüp basili fagosite 
etmeye başlar ancak yok edemezler. Aritmetik olarak çoğalmaya başlayan basilin 
etrafında makrofaj kümelenmesi olur doku hasarı çok değildir. İki hafta sonra T hücre 
yanıtı gelişir böylelikle hücre içinde bulunan basili öldürmek için makrofajlar aktive 
olur. Fakat bu aynı zamanda geniş bir doku zararına sebep olabilir. Ve üçüncü evrede; 
basilin logaritmik giden artışı durdurulmuş olur. Primer lezyondaki santral solid 
merkez ile hücrenin dışındaki büyüme inhibe olur. Dördüncü evrede; bağışıklığın 
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zayıfladığı anlarda birincil infeksiyondan yıllar sonra olsa bile hastalık kan yolu ile 
yayılıp tekrardan oluşabilir (Şekil 2.4 ve Şekil 2.6) (11). 

 
 
Tüberküloz patogenezinde 4 evre 
 
Evre 1- Başlangıç 
Evre 2- Logaritmik çoğalma ve Simbiyoz → PRİMER ENFEKSİYON 
Evre 3- İmmunojenik kontrol   
 
 
Evre 4- Erime ve kazeifikasyon     1 → progresif primer tüberküloz 
 

2 → post primer tüberküloz 
SEKONDER ENFEKSİYON 

                                                                    ↑                           ↑ 
Endojen kaynak eksojen kaynak 
  (reaktivasyon)     (reenfeksıyon) 

 
 İmmün komponentlerin geniş bir sınıfı M.Tuberculosis’ in büyümesini 

sınırlandıran etkili bir cevap içerirler. İmmün cevabın en önemli komponentleri 
makrofajları, T hücrelerini (CD4+ ve CD8+)  ve IFNγ, IL–12, TNF-α ve IL–6 içeren 
sitokinlerdir. Makrofajlar M. Tuberculosis’ in kontrolünde önemli bir rol oynar.  
Ancak, mikroorganizma dinlenen makrofajlar içinde çoğalma yeteneği varken, aktif 
makrofajlar tarafından ortadan kaldırılabilir. Diğer yandan M.Tuberculosis, 
Makrofajların apoptosisine sebep olabilr ve bu yakın doku hasarında önemli rol 
oynayabilir (38)  MTb’nin salgıladığı ESAT–6:CFP–10 kompleks, ESAT–6 ve CFP–
10 proteinlerinin makrofaj sinyal yolunda ayarlamalar yaptığına bunuda bir 
mekanizmayı tanıyarak makrofajlar içinde MTb’ in yaşaması için uygun ortam 
oluşmasına yardım ederek yaptığına ve MTb patogenezinede katkıda bulunuyor 
olabileceğine yönelik yayınlar var( Şekil 2.7) (39) 

 
Ayrıca TNF-α  üretemeyen veya cevap veremeyen fareler bakteri yayılmasını 

sınırlamak için granuloma oluşturamazlar (40). 
 
Genetik veya ırksal faktörler, M.tuberculosis’i elimine etmede önemli rol 

oynayabilir (41).  Ayrıca Genetik yatkınlık Tüberkülozun yayılmasında rol 
oynayabilir (26). T hücreler, M. Tuberculosis’ a karşı savunmada majör bir rol oynar. 
CD4+ ve CD8+ T hücreleri infekte hücreler için sitotoksik olabilir. CD4+ T hücreler 
immün cevapta önemli rol oynayabilir. Ve buda bize CD4+ T hücreleri azaldığı 
zaman HIV ile infekte bireylerde Tüberküloza yatkınlığın belirgin artışını açıklar. Th2 
cevabı infeksiyonu içeren ve aktif hastalık geliştirmeyen hastalarda üstünken, Th1 
hücre cevabı Tüberküloz’ un kontrolü ve korunma ile ilişkili üstünlük sağlar. Th1 
cevabı HIV li bireylerde özelliklede CD4+ T hücre sayımı düşük olanlarda belirgin 
olarak hasar görmüştür (26). CD8+ T lenfositleride muhtemelen hücreleri liziz ederek 
ve sitokin salınımı yaparak katkıda bulunurlar (11).  
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T lenfositlerin fonksiyonel çeşitliliği TB hastalılığına duyarlılık ve hastalığın 
sonuçları arasındaki farklılıkla ilişkili olabilir. Koruyuculuk Mikobakteriyel 
infeksiyonlarda Th1 yanıtı için esastır. IFNγ reseptörü olmayan bireylerde tekrarlayan 
mikobakteri infeksiyonları hatta bundan dolayıda ölümler görülmüştür. TB 
hastalarında Th2 tipi sitokinler de artış olduğu saptanmış ve Th2 tipi sitokinler IFNγ 
uyarımını invitro olarak inhibe edip konak cevabını azaltabilir (11). 
 

Mikobakteriye ait antijenin sunumunun ardından sitokin salınımı ve 
kazanılmış T lenfosit aracılı bağışıklığın devreye girmesi ve bu bağışıklığın devam 
etmesinde Fagositik hücreler oldukça büyük bir öneme sahiptir. Ayrıca, fagositik 
hücrelerin doğal savunma mekanizması da önemlidir. Yapılan bir deneyde 
mikobakterilere hassas olan tavşanlar dirençli tavşanlara göre inhalasyondan 7 gün 
sonra akciğerlerinde 20–30 kat daha fazla canlı basile sahiptiler. Nitekim aşılanmış 
farelerde yapılan çalışmalarda kazanılmış T hücre bağışıklığının dissemine 
Tüberkülozdan onları koruduğunu, ama başlangıç akciğer infeksiyonunu 
önleyemediğini göstermiştir. Dissemine hastalığa karşı BCG ile kazanılmış T lenfosit 
aracılı bağışıklık daha koruyucudur. Doğal olarak kazanılmış T lenfosit bağışıklığı 
eksojen olarak akciğerin yeniden infekte olmasına karşı koruyucu değildir. Bu bilgiler 
ışığında konağın savunma mekanizmalarının T lenfositlerinden bağımsız haliyle 
akciğer infeksiyonundan korunmada oldukça önemli olduğunu gösteriyor. Birçok 
farklı epidemiyolojik veri gösteriyor ki Tüberkülozda doğal direnç önemlidir(11). 

 
Kanıtlar gösteriyor ki farklı T hücre populasyonları TB’ a karşı koruyucu 

immüniteye katılırlar. M. tuberculosis geç enedozom-lizozom evresinde fagozomlarda 
yerleşir. Buradan, onun antijenlerinin hücre yüzeyine MHC Sınıf II antijenleri 
tarafından taşınırlar ve CD4+ hücrelerini uyarırlar. Bazı protein antijenleri MHC Sınıf 
I molekülleri tarafından sunulur ve CD8+ T hücrelerini uyarırlar. Glikolipit antijenler 
CD8+ T hücreleri veya çift negatif (ÇN) için Grup 1 CD1 molekülleri (CD1a, b or c) 
tarafından sunulurlar. Sonuç olarak fosfat içeren küçük moleküller bilinen sunum 
moleküllerinin yokluğunda  T hücreleri tarafından sunulurlar. Tüm T hücre 
populasyonlarının çeşitli derecelerde sitotoksik T lenfosit (CTL) aktivitesini ekspresse 
ettiği ve IFN-  salgıladığı gösterildi (Şekil 2.5) (47). 

 
Diğer önemli sitokin IL–12 M.Tuberculosis’in kontrolünde önemli rol oynar. 

IL–12 aktive makrofajlar tarafından üretilir ve Th1 cevabın gelişimini sürdürür. Daha 
ileride IFNγ salabilen CD4+ T Hücreleri bir araya toplar. IFNγ tüberküloz 
kontrolünde önemli olmasına rağmen o mikobakteriyi kapsamakta tek başına yeterli 
değildir. Fakat TNF-α  ‘ın salınımı için makrofajların uyarımında önemli rol oynar. 
TNF-α , inflamasyonun sürmesi için önemlidir ve granuloma oluşumuna yardım eder 
ve bu organizmayı sarar ve onun yayılmasını sınırlar. TNF-α  ‘ın bir eksikliği aktif 
Tüberkülozun yayılmasına yol açar. Infliximab gibi anti- TNF ajanları ile muamele 
olan hastalar akciğerdışı TB geliştirebilir ve hastalık yayılabilir. İnfliximab 
kullanılırsa PPD+ hastalara tedavi olarak antitüberküloz verilmelidir (5,26).  
 

Tüberküloz,  enfeksiyonun ardından ertelenmiş bir aşırı hassaslık reaksiyonu 
geliştirir ve bu aşırı hassaslık reaksiyonu saflaştırılmış protein türevine( PPD) karşıdır. 
Tüberküloz, PPD reaksiyonu pozitiftir (42). Bağışıklığı baskılanmış olan hastalarda. , 
PPD negatif kalabilir.  Tüberkülozlu hastaların çoğu subkliniktir. Tüberküloz, 
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bulaştırılan kişilerin sadece %3–5’ inde görülür. Diğer % 95–97’ i belirti göstermez, 
fakat asemptomatik kişilerin %5’ i ömürleri boyunca tüberküloz geliştirebilir (26). 
 

Hedef hücreye bulaştırılan basillerin yaşayabilirliklerine, apoptosisin etkisini 
ilgilendiren çalışmalar çelişkili sonuçlar gösterdi. Sonuçlar gösterdi ki MTB ile 
infekte makrofajlara ATP’ nin ilavesi hücre intiharları ve basilin yok olması ile 
sonuçlandı (43). Bununla beraber bu,  ATP aracılı Pürinerjik reseptör aktivasyonun 
fagozom- lizozom füzyonunu yönettiği ve mikobakterinin büyümesi için uygun 
olmayan fagozom içi Ph’ ında anlamlı değişimleri uyardığının kanıtıdır (44). 

 
  

 
Şekil 2.3. Bir makrofajın Tüberküloz patojenini yutması (45) 
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Şekil 2.4. TB Bulaşımı (46) 
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Şekil 2.5. TB’ a karşı koruyucu immünitede T hücre populasyonları ve antijenler(47):  
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Şekil 2.6. TB patogenezi (48) 

 
 
 
 
 

 
 

Şekil 2.7. TB persistansı (49). 
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2.2. İnsan Genetiği ve Tüberküloza Yatkınlık  
Gen polimorfizmleri (“single nucleotide polymorphisms”), genomik DNA’nın 

bir popülasyonun normal bireyleri arasında farklılık gösterdiği tek baz çifti 
değişliklikleridir. Gen polimorfizmleri popülâsyonda yaygın görülür, etnik ve coğrafi 
farklılıklar gösterirler. Birçok durumda, hücre metabolizması için önemli olan 
yolaklarda (DNA tamiri, hücre döngüsü kontrolü, sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin 
kritik pozisyonlarında yer alırlar. Bazı durumda genin kodladığı proteinin fonksiyonu 
ya da enzim aktivitesi bu değişlikliklerden önemli ölçüde etkilenebilir. Hücre 
metabolizması için kritik önem taşıyan proteinlerin fonksiyonun bozulması çeşlitli 
hastalıklara yol açmakta veya bazı hastalıklar için riski artırmaktadır (50) 
 

Geleneksel görüş, mikobakterilerin eşit virülansa sahip olduğu şeklinde olsa 
da, topluma dayalı yapılan genotipleme çalışmaları, az sayıdaki suşun toplumdaki 
vakaların çoğundan sorumlu olduğunu ortaya koymuştur. Yapılan çalışmalar, farklı 
M. tuberculosis suşlarının konak ile değişik ilişkiler kurduğunu ve bulaş 
potansiyellerinin birbirlerinden farklı olduğunu göstermektedir(51, 52) 
 

Son elli yılın üstündeki bir seri çalışma gösteriyor ki; konağın genetik 
faktörleri TB’ e yatkınlıkta etkilidir (53, 54).  Önceki çalışmalarda Mikobakteriye 
yatkınlıktaki genlerin bazıları açığa çıkmasına rağmen, genetik yatkınlık faktörlerinin 
kapsamlı anlaşılması önemli bir amaçtı ve bulunamadan kaldı (53) . 

 
 TB’e genetiklerin rolünü desteklemek için dört büyük kanıt vardır: 

 
Birinci kanıt, ikiz çalışmaları işaret ediyorki tekyomurta ikizleri arasındaki TB 

oranları çift yumurta ikizlerin oranlarının iki katı (çift yumurta ikizlerine karşı tek 
yumurta ikizleri için her 100 ikiz için 14,9 TB’ e karşı 31,4, P < 0.05)(55) .  
 

İkinci kanıt, Bir kaç primer immün eksiklik bozuklukları, yüksek tutunumlu 
nadir tek gen mutasyonlarına katkıda bulunan bir mendeliyan tarzda mikobakteriye 
yatkınlıkla ilişkilidir. Bu bozukluklar bazı kombine immün yetmezliği içerir, hiper-
immunoglobulin (Ig) E sendromu, Kronik gramatoz hastalık, immün eksiklikli 
anhidrotik ektodermal displazi, hyper-IgM sendromu ve Mikobakteriyel hastalığa 
Mendeliyan yatkınlık (MSMD)(53). Bozuklukların bu son grubu Mycobakteriyel 
infeksiyon ilişkisi daha seçici ve diğer patojenlere aşırı yatkın değil fakat bazen 
Salmonella’ ya yatkınlığı var. Son on yılın üstündeki önemli çalışma serilerinde, tek 
gen defektlerinin sayısı tanımlandı ki T hücreleri tarafından ortaya koyulan IL–12 ve 
IFNγ, makrofajları aktivasyonunu ve sonrasında organizmanın ölümünü sağlar. 
Tanımlanmış mutasyonlu genler IL-12Rb1, IL-12p40, IFN-gR1, IFN-gR2 ve sinyal 
transducer ve transkripsiyon-1’in aktivatörü  (STAT–1) içerir. Mendeliyan 
bozuklukluklarla ilişkilendirilmiş infeksiyonların çoğu BCG ve çevresel 
bakterilerdendir. Bununla birlikte, bozuklukların bazıları Mtb’ ye yatkınlıkla 
(MSMD’den biri IFN-gR2 ve IL-12p40) ilişkilendirilmiştir. (53, 56). 

Konak genetiği ve TB yatkınlığı için üçüncü kanıt; komplex kalıtım örneği 
çalışmalarından geliyor. Genetik etkinin poligenik olduğu ve herhangi düşük etkili tek 
alel ile populasyonda ortak olan alellere katkıda bulunduğu farzediliyor. TB’ ye 
yatkınlığın birkaç geniş genomik çalışmaları aile temellendirilmiş soy araştırmalarıyla 
oluşturuldu. Bu araştırmalar Kanada populasyonunda 2q35 içeren birkaç lokusta 

 12



tanımlandı (57). Fasdaki bir çalışmada 8q12–13 (58), brezilyadakinde 17q11.2 (59), 
ve Gambiya ve Güney Afrika populasyonlarında 15q and Xq (60). Afrikadaki 
ailelerde( Gambia, Guinea, GüneyAfrika) 15q lokusunun beş haritası gösteriyorki 
Ube3a veya yakın bir gen neden olan lokusu içerebilir (61). Bunlarla ilişkili belli başlı 
genleri tanımlama çabası devam ediyor. 
 

Dördüncü kanıt; aday genlerle ilişkili çalışmalardan geliyor. Aday genlerde 
ortak polimorfizm olup olmadığını değerlendiren bu çalışmalar hastalığa yatkınlıkla 
ilişkilendirildi. Tasarlanan en ortak çalışma kontrol ve vakalar arasındaki polimorfizm 
(single nucleotide, insertions, deletions, or microsatellite markers) frekanslarının 
kıyaslanması ile bir vaka- kontrol düzenindedir. Tasarlanan bu çalışmanın önemi gücü 
geniş topluluk boyutlarının kapasitesidir. Heterogenik veya karışık toplumlar bir 
dezavantajdır. Vaka ve kontroldaki etnik komposizyondaki farklar, hastalığa 
yatkınlıkta farklılığa katkıda bulunamayan hatalı ilişkilere yol açabilir. 
 

Karışık toplumları kontrol için etnik açıdan uygun vaka ve kontrolleri içermesi 
gerekiyor. İlaveten bir genomik kontrol seti olarak farklı etnik gruplardan seçilmiş 
bağımsız SNP’ ler ile genotiplendirme yapılarak populasyon karışımın ince delili 
incelenebilir. Bu yaklaşım son zamanlarda birkaç TB vaka-kontrol çalışmalarında 
kullanıldı (62, 63). 
 

Tuberküloza karşı bağışıklık IFN-γ ve IL–12 yi içerir bundan dolayı IFN-γ ve 
IL–12 sitokinlerin reseptörlerindeki defektlerde Tüberküloza yatkınlığın arttığı 
biliniyor (70). IFN-γ  genleri tahrip edilmiş farelerde TB hastalığına yatkınlığın 
oluştuğu bildirilmiş (11). M. tuberculosis' i öldüren bağışıklığın nasıl olduğu hakkında 
kesinlik çok azdır. Bağışıklık M. tuberculosis' i öldürülmektense çoğunlukla latent 
duruma itiliyor olabilir (64). 
 
2.3. İnterferon Gamma  

İnterferonlar, İnterferon alfa, beta, gamma’ yı içeren küçük bir sitokin 
grubudur. Gamma formu pleitropik bir sitokindir ve immün sistemin fonksiyonu ve 
gelişiminin regülâsyonunda önemli rol oynar. O çoğunlukla her iki T hücre tipi (CD4+ 
ve CD8+) ve doğal öldürücü hücreler tarafından üretilirler. Ve O, Nosun indüksiyonu 
ile tanımlanan makrofajlardaki bir Mikobakteri öldürücü yanıdı uyarır (65, 66). 
Aktive olmuş T hücre populasyonları iki ayrı alt gruba bölünürler, yardımcı T hücre 1  
(Th1) ve yardımcı T hücre 2 (Th2), yardımcı T hücrelerin ikiside farklı sitokinleri 
üretirler. Farede, Th2 hücrelerinin IL–4, IL–5 ve IL–10 ürettiği tanımlanırken Th1 
hücreleri farede, IFN-gamma, IL–2, TNF üretiyor olarak tanımlandılar. Bu alt üniteler 
birbirlerini çapraz olarak regüle ederler ve iki alt populasyon arasındaki denge immün 
bozukluklar ve infeksiyonun kontrolü için kritiktir. İnsanda, IFN-gamma geni dört 
ekson içeriyor ve 12q15 de D12S335 ve D12S313 microsatellitlere sıkıca 
yerleştirilmiştir (67, 68) 

 
IFN-γ tip II IFN ‘un bir tipidir. O yapısal olarak Tip I IFN den farklıdır. 

Farklı reseptörlere bağlanır ve ayrı bir kromozomal lokus tarafından kodlanır. 
Başlangıçta IFN γ’ yı yalnızca CD4+ T yardımcı T hücreleri ve CD8+ sitotoksik 
lenfositlerin ürettiği düşünüldü. Bununla birlikte, B hücreleri, NK, T hücreler ve 
profosyenel antijen sunan hücreler gibi diğer hücrelerinde IFN-γ salgıladığına 
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yönelik kanıtlar var. Profosyenel antijen sunan hücreler (monosit/makrofaj, dendritik 
hücreler (DCler))tarafından IFN-γ üretimi yakın hücrelerin aktivasyonu ve kendi 
hücre aktivasyonu için önemli olabilir. T lenfositlerin adaptif immün cevapda majör 
kaynağı IFN-γ iken muhtemel profosyenel APC’ler ve NK hücreleri tarafından IFN- 
γ’ nın salgılanması enfeksiyona karşı erken konak savunmasında önemli olabilir. 
IFN- γ üretimi,  APC’ ler tarafından salgılanan sitokinler tarafından kontrol edilirler, 
en dikkat çekicilerde,  IL–12 ve IL–18 dir. Bu sitokinler innate immün cevapta IFN- 
γ üretimi ile infeksiyon arasında bir köprü hizmeti görür. Çoğu patojeni Makrofajın 
tanımasıyla,  IL–12 ve kemokinlerin salgılanması uyarılır (MIC1). Bu kemokinler,  
inflamasyon bölgesindeki NK hücrelerini etkiler. IL–12 bu hücrelerdeki IFN- γ 
sentezini arttırır. Makrofajlarda NK ve T hücreler, IL–12 ve IL–18 kombinasyonu,  
IFN-γ üretimini daha arttırır. IFN-γ üretiminin negatif düzenleyicileri IL–4,IL–
10,TGF-β ve glukokortikoitleri içerir (118). 
 

IFN- γ öncelikle Jak-Stat yolunu kullanarak sinyalleşir. Bir yol, gene 
regülasyonunu etkilemek için 50’nin üstünde sitokin, büyüme faktörleri ve 
hormonlar kullanılır. IFN- γ cevap genlerinin çoğunun transkripsiyonu bir GAS ya 
da ISRE element tarafından kontrol edilir(118). 
 

IFN- γ, Klâs I MHC’nin genelinin yüzeyinde sunulmuş olan peptitlerin sayısı 
ve çeşitliliğini arttırmak için Tip I ve II IFN Klâs I antijen sunum yolunda, birçok 
fonksiyonu up regüle eder. IFN – γ tarafından MHC klâs I’in hücre yüzeyindeki up 
regülasyonu hücre içi patojenlere konak cevabı için önemlidir. Çünkü yabancı 
peptitlerin sitotoksik T hücreleri tarafından tanınma potansiyelini arttırır ve böylece 
hücre aracılı bağışıklık uyarımını yönetir. IFN – γ tek başına Klâs II antijen yolunu 
up-regüle edebilir ve böylece CD4+ T hücrelerinin peptide özel aktivasyonunu 
yönetir. IFN- γ profosyenel APC’lerin genlerini ekspresse ederken profosyonel 
olmayan APC’lerin genlerini ekspresse edemez. Dahası MHC sınıf II’yi 
profosyoneller upregüle ederken profosyonel olmayanlar uyarabilirler. IFN- γ, Th1 
hücrelerinin ana ürünüdür. Dahası Th1 fenotipine doğru immün cevabın yönelmesini 
sağlar.  IFN- γ, karakteristik Th1 efektör mekanizmaları yöneterek bunu 
gerçekleştirir: İnnate hücre aracılı bağışıklık (NK hücre efektör fonksiyonların 
aktivasyonu ile), Spesifik sitotoksik bağışıklık (T hücreleri APC interaksiyonu ile) ve 
Makrofaj aktivasyonu (118). 
 

Birçok raporlar işaret ediyor ki; IFN- γ makrofaj hücre döngüsünde tutsak kalır 
ve bir yaşam sinyali sağlarken proapoptotik sinyal olarak hizmet veren diğer 
sinyalleride sağlar(118). 

 
IFNγ Fare çalışmaları ve MSMD’ li insan araştırmaları gösterir ki, IFNγ 

Mikobakteriye karşı savunmata kritiktir ve böylece onu kodlayan gen polimorfizme 
açıkca adaydır ortak yatkınlıkları değiştirip, fonksiyonlarını etkiler (69).  “Bacillus 
Calmette Guérin” (BCG) dâhil tüm mikobakteri kökenli hastalıklara yatkınlığı, IFNγ 
reseptör defektlerinin arttırdığı çalışmalarda gösterildi.(2).  
 

Kısmi IFN- R eksiklikleri, IFN-gamma R1 ve IFN- gamma R2’ nin her 
ikisinde değişmeler olmasına sebep olmuş. Akraba olanlarda  cytoplasmic 
domaindeki bir mutasyonda, reseptörün recycling/internalizationu ve sinyalini  
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karıştırırken, bir formda , IFN- R1’in extracellular parçasındaki bir değişme IFN- γ  
bağlanma afinitesini uyarır, IFN- R2 ' nin extracellular domaininde tek amino asit 
değişmesi tanımlandı. Bu değişim, IFN-γ' ya cevabı yok etmedi. Kısmi bir dominant 
IFN- R1 eksikliğine, IFN- R1 'de küçük bir frameshift delesyonu sebep olduğu 
birkaç ilişiksiz akrabalıklarda tanımlandı. Kısalmış proteinler, hücre yüzeyinde 
birikir ve IFN-γ’ yı bağlar, fakat eksiklik bir hücre içi geri dönüştürme bölgesi 
olduğundan hastalık üzerinde baskın bir negatif etki gösterir. Heterezigotlarda IFN- 
R1 dimerlerinin çoğu, en az bir defektif alt üniteye sahiptir ve fonksiyon dışıdır. 
Fakat az da olsa normal dimerler vardır ve fonksiyoneldir. Kısmi IFN- R 'lü hastalar 
için prognoz, nispeten iyidir ve çoğu, genç yetişkinlik yıllarında tedavisiz kurtarıldı. 
IL-12B mutasyonlu hastalarda,  tam bir IL-12p40 eksikliği var, ne monositler ne de 
dendritik hücreler, uyarının ardından IL-12'i salgılamadılar. Onların lenfositleri 
normalden daha az IFN-gamma salgılar. BCG enfeksiyonları, tam IL–12 eksiklikliği 
olan tüm hastalarda görüldü. Ve ufak bir grup, atipik mikobakteri veya Salmonella 
enfeksiyonuna yakalandı. IL-12RB1 'de ki mutasyonlar, genellikle IL–12 reseptör 
subunit IL-12Rß1 'in tam bir eksikliğine sebep olur, eksojen IL-12'e tepki 
göstermeyen, düşük IFN-γ üretimiyle sonuçlanıyor. Bu hastaların, tedavi edilebilir 
BCG’ leri ve atipik mikobakteriyel enfeksiyonları var ve yarısı kadarında Salmonella 
enfeksiyonları var. Bunlarda bir X’ e bağlı resesif kısmi eksiklik bile tanımlandı. 
Yalnızca bir ölüm, bildirildi ve aile akrabalıkları arasında klinik durumlarında 
değişimler var. Belgelenmiş mutasyonlu bireyler tamamen asemptomatikken, 
kardeşlerinde yayılmış BCG enfeksiyonu vardı. Bu değişim, IL–12 sinyali 
olmadığında onu diğer sitokin uyarıcısı olan IFN-gamma’nın telafi edebildiğini 
gösterir (53). IL–12 p40 altünitesini IL–23 ile paylaşır ve IL–23 reseptör, IL-12ß1 
altünitesinide paylaşır bu yüzden Bu genlerdeki defektler IL–23 sinyalinde bile 
eksikliklere yol açar (70).  
 

Tam STAT–1 eksikliği akraba olmayan iki bebekte tanımlandı. Onlar 
yayılmış BCG enfeksiyonlardan kurtulmuş olmalarına rağmen her ikisi, şidddetli 
viral enfeksiyonlarından öldü, tahminen STAT–1 'de ki bir kusurun sonucu,  
interferon α' nın sinyaline aracılık etti. Bunuda ISRE ( IFN- ardışıklık cevabı öğesi) 
aracılığı ile yaptı ki ISRE, anti-viral immüniteye anahtardır. Hem STAT–1 
fosforilizasyonu hemde DNA bağlanmasını bozan farklı mutasyonların Kısmi 
STAT–1 eksikliklerine sebep olduğu bulundu (71). Bu mutasyonların bazısı, 
heterezigot durumda (baskın özellik) mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkınlık 
gösterir, fakat homozigotken sadece viral enfeksiyonlara yatkındırlar ( resesif 
özellik) (69).  
 

Genetik defekli olan akrabalıklarda mikobakteriyel infeksiyona yatkınlık 
saptanmış ki bu defektler çocukluk TB’ nin büyük bir oranından sorumlu olabilir 
(69). 
 
2.4. Pürinerjik Reseptörler 

P2X7 reseptörleri yedi homomerik reseptör alt tipi içeren ATP’ a hassas 
iyonotropik P2X reseptörleri ailesine mensuptur (P2X1–P2X7) (72). Bu reseptör alt 
tiplerinin bazıları P2X2/3 gibi fonksiyonel heteromerik reseptör kombinasyonları 
vardır (72) bununla birlikte P2X7 reseptörleri P2X ailesi arasında tektir ki bunlar 
sadece homerik form olarak fonksiyon gösterir ve yüksek ATP konsantrasyonları ile 
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fonksiyon gösterirler (4100 mM) (73). İlaveten uzun dönem agoniste maruziyet hücre 
membranında büyük sitolitik form oluşumuna sebep olur (74). Öncelikle RAT’ larda 
klonlandı (74) ve sonra insan beyninde (75) ve insan makrofajlarında klonlandı (76). 
P2X7 reseptörleri mast hücreleri, lenfositler, eritrositler, fibroblastlar periferal 
makrofajlar ve epidermal langerhans hücrelerini içeren Hematopoetik kök hücrelerde 
ekspresse edilirler (74).  

 
Pürinler ile onların nükleozit ve nükleotid formları, gerek enerji 

metabolizmasında gerekse genetik materyalin oluşturulmasında oynadıkları rol 
açısından, tüm hücrelerde olmazsa olmaz moleküllerdendir. Bu iki temel görevin 
yanısıra, hücre içi ve hücreler arasındaki iletişime de önemli katkılar sağlarlar. Bu 
iletişim, hücre yüzeyinde yerleşmiş reseptörler aracılığı ile gerçekleşir. Pürinerjik 
reseptör (pürinoseptör) ailesi beş alt gruba ayrılmıştır:  

 
a) Adenin reseptör grubu 
b) Yapısal (Metabotropik) nükleotid (P2Y) reseptörler 
c) İyonotropik nükleotid (P2X) reseptörler 
d) Dinükleotid reseptörler 
e) Adenozin reseptörleri (77) 
 
Pürinerjik reseptörler yüksek derecede makrofajlarda ekspresse olurlar ve ATP 

uyarımı ile mikobakterinin ölümüne aracı olurlar. P2X7’ nin uyarımı ikili katyon 
kanallarının açılımına, kalsiyum geçişine, kaspasın uyarımına ve sonuç olarak 
apoptosise sebep olur. Mikobakterinin ölümü ve fagozomal füzyonu yöneten 
Fosfolipaz D aktive edilir (12). 
 

Bununla birlikte, Bu reseptör alt tipinin fonksiyonunun diğer P2X7 
reseptörlerinin genel özelliklerinden ayrı olduğunu göstermek oldukça güçtür. P2X7 
reseptörlerinin en az 250 polimorfik formu tanımlanmış (78) bu çeşitler arasında, 
fonksiyonun hem kazancı (79) hemde kaybına (80) sebep olan tek nükleotid 
değişiklikleri (SNP’ ler) raporlandı.  Bu SNP’ lerin bazıları akciğerdışı Tüberküloz 
için (3) bir biomarker olarak tahmin etmede işe yararken bu tarihe kadar özel bir 
P2X7 polimorfizminin hastalıkla ilişkisi açık değildi. 
 

P2x7 reseptörünün polimorfik formlarının çeşitliliği, diğer P2X7 reseptörleriyle 
alakalı reseptörlerin C terminal bölgesinin uzunluğunun uzaması ile alakalıdır. Bu 
bölge reseptör aracılı sitosolik por oluşturma aktivitesi için temeldir (74). Ve ayrıca 
lipopolisakkaritler için birbirini etkilediği varsayılan bölgeler içerir (81); SH2 
domainleri ve a-aktin gibi (82). P2X7 reseptör aktivasyonunun mekanizmaları hücre 
membranında büyük sitosolik por oluşumlarına yol açar ki bunların kesinliği 
saptanamadı. Elde edilen kanıtlar P2X reseptörünün minumum sitokiyometrik 
konformasyonun bir trimer olduğuna işaret ediyor. Bununla birlikte Bu iş, potansiyel 
downstream sinyal mekanizmalarındansa P2X reseptörlerinin kanal iletkenliklerinin 
analizine dayandırılıyor. P2X reseptörlerinin sitokiyometrik özellikleri P2X7 
reseptöründense önce diğer alt tiplerde çalışılarak tanımlandı (83).  Kanalın içinin 
genişlemesi ile por oluşumu temel hipotez iken  (72),  İn vitro por oluşumuna yol 
açmış agonisti göstermek için katyon geçirgen reseptör ekspresse eden bazı hücre 
tipleri por oluşumuna P2X7 reseptör aracılı downstream sinyallerin sebep olduğunu 
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gösteren verilerin oluşumuna yol açtı (84, 85). Por oluşumu hücre yüzeyinde 
nonselective hemichannelsin açıklığına bağlı olabilir (86)  
 

Pürinerjik reseptörler, immün sistem ve kandaki hücrelerde bulunan katyonik 
kanallardır ve makrofajlarda yüksek derecede ekspresse edilirler (87). P2X7 reseptörü 
ekstrasellüler ATP ile aktive edilir ki ATP apoptosise yol açan kaspaz kaskatının 
uyarımını ve kalsiyum girişine yol açarak katyon seçici kanalların açılımına sebep 
olur. Bir kalsiyum bağımlı fosfolipaz D yolu dahi aktive edilir, bu aktive edilen yolda, 
fagolizozomal füzyonunu ve mikobakterinin ölmesini sağlar (87). 
 

P2X7’ de promoter bölgesinde birkaç polimorfizm bulunuyor. Bu bölgeler; Bir 
ATP bağlanma domaini, bir traffiking domain ve bir ankrilyn benzeri tekrar domaini 
(A1513C, E496A). Kodlanan bölge polimorfizminin birkaçının çalışmaları, ATP ile 
uyarılmış apoptosis gibi, ATP ile uyarılmış Etidyum alımının azalması ile defektler 
fonksiyonel olarak gösterilmiştir (88, 89). İki vaka-kontrol çalışmaları TB yatkınlığı 
ile P2X7 SNP’ lerin ilişkisi bulundu. Fonksiyonu tam bilinmeyen bir promoter 
polimorfizmi Gambia’ da pulmoner TB ile ilişkilendirildi (alel frekansı vakalarda 
0.254, kontrollerde 0.329 veya 0.70) (7). Sydney, Avusturalya’ da A1513C SNP‘ nın 
son bir çalışması pulmoner TB değil fakat akciğerdışı TB ile ilişkisi gösterildi. 
(Akciğer dışı TB için O.R. yaklaşık olarak 3,1–4,0, P < 0.01) (3). Bu çalışmanın bir 
gücü iki ayrı toplulukta bulunanların replikasyonudur. Olası hastalıklar farklı 
şehirlerin bir sayısından konularla populasyon heterojenliğinin boyutları ve 
derecelerinin küçük örneklerini içerir. A1513C polimorfizmi ATP ile uyarılmış 
makrofajlarda MTb ve BCG’ nin öldürülmesinin zayıflatılması ile ilişkilidir (3, 90). 
Sadece bu SNP MTb’ yi öldürmek için Makrofajın yeteneğini değiştiren etkili 
fonksiyonun zayıflatılmasıyla ilişkili olduğu biliniyor.  
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BİREYLER VE YÖNTEMLER 
 

 
3.1. Olgular 
 Bu çalışmaya Antalya Verem Savaş Dispanserin'de izlenen ve TB hastalığı ile 
tutarlı klinik ve radyolojik bulguların varlığı, balgam ya da açlık mide suyu 
değerlendirilmesinde en az iki ARB pozitifliği olan veya balgamda, bronşial lavaj 
sıvısında ve /veya plevral sıvıda ve diğer organ sistem sıvılarında Mycobacterium 
Tuberculosis için kültür pozitifliği ile kesin akciğer tüberkülozu tanısı almış 100 
hasta alındı.  

 
Marmara Üniversitesi Çocuk Enfeksiyon Hastalıkları Bilim Dalı'ndan 

Prof.Dr. Mustafa Bakır tarafından birimimize gönderilen PPD(+) , ELİSPOT(+) 
ancak TB hastalığı olmayan 134 çocuk çalışmaya alındı. 100 sağlıklı kontrol 
hastanemize başvuran sağlıklı donörlerden onamları alınarak seçidi. 
 

Araştırmaya alınma kriterleri:  
 
 PPD(+) , ELİSPOT(+) ancak TB hastalığı olmayan 134 çocuk ve 100 sağlıklı 

kontrol grubu, ayrıca TB hastalığı hem radyolojik hemde balgam ya da açlık mide 
suyu değerlendirilmesinde en az iki ARB pozitifliğinin olması veya balgamda, 
bronşial lavaj sıvısında ve /veya plevral sıvıda ve diğer organ sistem sıvılarında 
Mycobacterium Tuberculosis için kültür pozitifliği ile kesin Akciğer Tüberkülozu 
tanısı almış 100 hasta alınması.  
 
3.2. DNA İzolasyonu 

Tüberküloz tanısıyla izlenen hastalardan 2 cc kan EDTA içeren tüpe alınıp DNA 
izolasyon kitinin protokolüne göre DNA' lar ayrıldı. Gentra DNA Ekstraksiyon kit 
kullanılarak yapılan DNA izolasyon yöntemi, aşağıda maddeler halinde belirtilmiştir:  

 
a. 300 µl. kan, 900 µl “red blood cell lysis’’ ile karıştırıldı. 15 dk. oda 
ısısında ve karanlıkta inkübasyona bırakıldı. 

b. 1750 g. de 1 dk santrifüj edildi (Heraeus marka Megafuge 1.0R).  
c. Süpernatant atıldı. 
d. Dipte kalan hücreler 300µl “cell lysis’’ solüsyonu ile karıştırıldı.  
e. Hücreler cell liziz ile iyice pipetaj yapıldı. 
f. 100 µl “protein precipitation’’ solusyonu da eklendi ve 15 sn. vorteks ile 

iyice karışması sağlandı. 
g. 1750 g. de 1 dk. santrifüj edildi. 
h. Süpernatant başka bir tüpe aktarıldı ve üzerine 300 µl. isopropanol ilave 

edildi. Tüp elle sallanarak DNA’ nın kondanse hale gelmesi sağlandı. 
i. 1750 g. de 1 dk santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 
j. 300 µl %70’ lik etil alkol eklenip karıştırıldı. 
k. 1750 g. de 1 dk. santrifüj edildi, süpernatant atıldı. 
l. Dipte kalan DNA 100 µl “dehidratation’’ solüsyonu ile sulandırıldı. 
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İzole edilmiş olan DNA örnekleri IFNγ -155 ile -183 promoter ve P2X7 

A1513C polimorfizmleri açısından bireylerin genotiplendirilmesinde kullanıldı. Ve 
Amplifikasyonlar yapılına kadar -20 C de saklandı. 
 
3.3. IFN Gamma Promoter için PCR 

PCR için DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer) cihazı kullanılmıştır. 
Amplifikasyon reaksiyonu için: 1X reaksiyon buffer’ı, 1.5mM MgCl2, aşağıda 
dizilimi yazılı olan primerlerden 0.5mM,  herbir dNTP’den 200mM, 1 Ünite Taq 
Polimeraz ve 100 ng genomik DNA kalıp olarak kullanıldı. Genotiplendirme yapmak 
için RFLP(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) yöntemi kullanıldı. RFLP 
tek baz değişimlerini veya farklı büyüklükte minisatellitleri belirleyebilen bir 
tekniktir. Restriksiyon Endonükleazlarla DNA ‘nın farklı büyüklükte fragmanlara 
ayrılarak incelenmesi esasına dayanır. Genotiplendirme, polimorfizm çalışmalarında 
yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. Amplifikasyon için termal cycler da interferon 
gamma promoter bölgesi ve P2X7 bölgeleri çoğaltıldı, fenol kloroform ekstraksiyonu 
yapıldı ve kesim reaksiyonları gerçekleştirildi. 

 
 

Polimorfizm pozisyonu 
 

Baz değişimi 
 

PCR Primerleri (sense/antisense) 
 

Annealing 
Isısı 

 

Uzunluk 
 

—155 
 

A-G 
 

5’- aat gtg ctt tgt gaa tga –3’- 
5’ - ctc ctc tgg ctg ctg gta –3’ 51 C 331bp 

—183 
 

G-T 
 

5’- aat gtg ctt tgt gaa tga –3’- 
5’ - ctc ctc tgg ctg ctg gta –3’ 51 C 331bp 

 
Tablo 3.1: İnterferon gamma promoterindeki SNPler, kullanılan primerler, annealin ısısı,   

amplifikasyon ürününün boyu 
  
3.3.1. IFN Gamma Promoter Amplifikasyonu 

IFN gamma promoter bölgesi için kullanılan primerler;  
 
Sense (Forward) primer  :  5’- aat gtg ctt tgt gaa tga –3’  Tm: 51  
Antisense (Reverse) primer :  5’ - ctc ctc tgg ctg ctg gta –3’  Tm: 62 
 
Primerler’ i prospektüsünün önerdiği miktarda sulandırarak 100 µmolar stok 
hazırladık. Bu stoğu 10 µmolar hale getirmek için 10 µl stok primer + 90 µl H2O’ ı 
karıştırdık. dNTP 25 Mmolar bu sebeple 4 nükleotiddende 25 µl aldık ve 100 µl’ lik 
stok hazırladık. 
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PCR koşulları: 
 
95 º C  ( başlangıç denatürasyonu)    2 dk 
 
95 º C (denatürasyon)     30 sn 
51 º C (annealing)       1 dk    35 döngü 
72 º C (uzama)        1 dk 
 
72 º C (bitiş uzaması)       5 dk 
 

 
RFLP’de kullanılan malzemer  

H2O 34,2 µl 
Buffer 5 µl 
Mg+2 3 µl 
dNTP 0,4 µl 

Sense (Forward) primer 1 µl 
Antisense (Reverse) primer 1 µl 

Tag 0,4 µl 
DNA 5 µl 

Toplam 50 µl 
 

Tablo 3.2: İnterferon gamma promoterindeki SNPler için kurulan PCR da kullanılan 
malzemeler ve miktarları 

 
PCR sonucunda beklenen 331 baz çiftlik ürün, %2 lik agaroz jelde kontrol 

edildi. Tag DNA polimeraz, buffer ve Mg+2’ u ise Roche marka kullanıldı. dNTP 
Fermantas marka kullanıldı. 
 
3.3.2. IFN Gamma Promoterı için Fenol Kloroform Ekstraksiyonu 

Daha sonra PCR ürünleri fenol-kloroform ekstraksiyonu ile saflaştırıldı.  
Fenol-Kloroform ekstraksiyonu aşşağıda belirtildiği şekilde gerçekleştirildi: 
 

a. Stok elde etmek için önce fenol ve kloroform eşit miktarlarda karıştırıldı 
b. Amplifikasyon ürünümüzün üzerine 50 µl steril su ekleyip 100 µl ye 

tamamladık. 
c. Üzerine 100 µl hazırladığımız fenol kloroformdan ekledik 
d. Vorteks yapıp, 5 dakika 10000 rpm de santrifüj ettik 
e. 500 µl’ lik ayrı bir ependorf tüpüne süpernatanı aldık 
f. Üzerine %10’una denk gelecek şekilde %3 lük sodyum asetat ve ortalama 2 

katına denk gelecek şekilde 200–230 µl arasında absolu alkol eklenip 15 
dakika -80 de bekletildi 

g. 15 dakika 10000 rpm de santrifüj ettikten sonra süpernatanı döküp pellet 
kurumaya bırakıldı 

h. Kuruduktan sonra 20 µl steril su ile sulandırıldı ve -20 derecede kesim 
yapılana kadar saklandı. 
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3.3.3. IFN Gamma -155 A/G VE -183 G/T için kesim reaksiyonları 
 

Polimorfizm 
pozisyonu 

 

Baz değişimi 
 

Uzunluk 
 

Resrtiksiyon enzimi 
 

Fragmentlerin uzunluğu (bp) 
 

—155 
 

A-G 
 331bp Alul 1 147ve184 bp 

—183 
 

G-T 
 331bp AvaII 156ve175 bp 

 
Tablo 3.3. İnterferon gamma promoterindeki SNPler, kesim enzimleri ve amplifikasyon 

ürünlerinin boyları 
 
3.3.3.1. IFN Gamma -155 A/G için kesim reaksiyonu 
 

Malzemeler  
H2O 6,2 

Buffer 1 
Enzim 0,3 

Amplifikasyon ürünü 2,5 
Toplam 10 

 
Tablo 3.4: İnterferon gamma -155A/G değişimi için kesim reaksiyonu koşulları 

 
 

—155 A/G polimorfizmini belirlemek için Roche firmasından satın aldığımız 
AluI restriksiyon enzimi kullanılarak kesim reaksiyonu oluşturuldu ve 37 C' de 3 saat 
inkübasyondan sonra EtBr (ethidium bromide) ile boyanmış %3 agaroz jel de UV 
transilliminatörde bakılarak genotipler belirlendi. Bu kesim sonucunda Alu I 
restiksiyon enzimi, yabanıl bireylerde amplifikasyon ürününü kesmezken polimorfik 
kişilerde kesim yapmaktadır.  
 
3.3.3.2. IFN Gamma -183 G/T için kesim reaksiyonu 
 

Malzemeler  
H2O 5,5 

Buffer 1 
Enzim 1 

Amplifikasyon ürünü 2,5 
Toplam 10 

 
Tablo 3.5: İnterferon gamma -183G/T değişimi için kesim reaksiyonu koşulları 

 
—183 G/T polimorfizmini belirlemek için ise yine Roche firmasından satın 

aldığımız Ava II restiksiyon enzimi kullanılıp yukarıda belirtilen kesim reaksiyonu 
bu bölge içinde uygulandı. 37 C' de 2 saat inkübasyondan sonra EtBr (ethidium 
bromide) ile boyanmış %3 agaroz jel de UV transilliminatörde bakılarak genotipler 
belirlendi. Ava II restiksiyon enzimi polimorfik kişilerde, yabanıl kişilerde olduğu 
gibi 156 bp ve 175 bp' lik bantlar oluşturmayacak 331 bp'lik tek bant gorulecektir.  
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3.4. P2X7 için PCR 
Genotiplendirme yapmak için RFLP yöntemi kullanıldı. Ve amplifikasyon 

için termal cycler da P2X7 bölgesi çoğaltıldı, fenol kloroform ekstraksiyonu yapıldı 
ve kesim reaksiyonları gerçekleştirildi. PCR için DNA Thermal Cycler 480 (Perkin 
Elmer) cihazı kullanılmıştır. Amplifikasyon reaksiyonu için: 1X reaksiyon buffer’ı, 
1.5mM MgCl2, aşağıda dizilimi yazılı olan primerlerden 0.5mM,  herbir dNTP’den 
200mM, 1 Ünite Taq Polimeraz ve 100 ng genomik DNA kalıp olarak kullanıldı. 

 
Polimorfizm 
pozisyonu 

Baz değişimi 
 

PCR Primerleri (sense/antisense) 
 

Annealing 
Isısı 

 

Uzunluk 
 

1513 
 

A-C 
 

Forward: 5’-TGC CCC TGG CCC TCC 
A–3’  
Reverse: 5’-GTC TGG ACA GGA CCA 
GC–3’   

 

60 C 227bp 

 
Tablo 3.6: İnterferon gamma promoterindeki SNPler, primerler, annealig ısısı ve 

amplifikasyon ürününün boyu 
 
3.4.1 P2X7 Amplifikasyonu 

Primerler’ i prospektüsünün önerdiği miktarda sulandırarak 100  µmolar stok 
hazırladım. Bu stoğu 10 µmolar hale getirmek için 10 µl stok primer +90 µl H2O’ ı 
karıştırdım. dNTP 25 Mmolar bu sebeple 4 nükleotiddende 25 µl aldım ve100 µl lik 
stok hazırladım 
 
PCR koşulları: 
 
95 º C  ( başlangıç denatürasyonu)  2 dk 
 
95 º C (denatürasyon)     30 sn 
51 º C (annealing)     1 dk   35 döngü 
72 º C (uzama)      1 dk 
 
72 º C  (final uzaması)     5 dk 
 
PCR sonucunda beklenen 227 baz çiftlik ürün, %2 lik agaroz jelde kontrol edildi. 
 
Forward  : 5’-TGC CCC TGG CCC TCC A–3’       Tm: 58 
Reverse   : 5’-GTC TGG ACA GGA CCA GC–3’        Tm: 57 

 22



 
RFLP’de kullanılan malzemer  

H2O 33,5 µl 
Buffer 5 µl 
Mg+2 1,5 µl 
dNTP 1 µl 

Sense (Forward) primer 1,5 µl 
Antisense (Reverse) primer 1,5 µl 

Taq 1 µl 
DNA 5 µl 

Toplam 50 µl 
 

Tablo 3.7. P2X7 RFLP-PCR amplifikasyonu için kullanılan malzemeler ve miktarları 
 

 
Taq DNA polimeraz, buffer’ı ve Mg+2’ u Roche marka kullanıldı. dNTP 

Fermantas marka kullanıldı. 
 
3.4.2. P2X7 için Fenol Kloroform Ekstraksiyonu 

Daha sonra PCR ürünleri fenol-kloroform ekstraksiyonu ile saflaştırııdı.  
Fenol-Kloroform ekstraksiyonu aşşağıda belirtildiği şekilde gerçekleştirildi: 
 

a. Stok elde etmek için önce fenol ve kloroform eşit miktarlarda karıştırıldı 
b. Amplifikasyon ürünümüzün üzerine 50 µl steril su ekleyip 100 µl ye 

tamamladık. 
c. Üzerine 100 µl hazırladığımız fenol kloroformdan ekledik 
d. Vorteks yapıp, 5 dakika 10000 rpm de santrifüj ettik 
e. 500 µl’ lik ayrı bir ependorf tüpüne süpernatanı aldık 
f. Üzerine %10’una denk gelecek şekilde %3 lük sodyum asetat ve ortalama 2 

katına denk gelecek şekilde 200–230 µl arasında absolu alkol eklenip 15 
dakika -80 de bekletildi 

g. 15 dakika 10000 rpm de santrifüj ettikten sonra süpernatanı döküp pellet 
kurumaya bırakıldı 

h. Kuruduktan sonra 20 µl steril su ile sulandırıldı ve -20 derecede kesim 
yapılana kadar saklandı. 
 

3.4.3. P2X7 A1513C için kesim reaksiyonu 
 

Polimorfizm pozisyonu 
 

Baz değişimi 
 

Uzunluk 
 

Restriksiyon 
enzimi 

 

Fragmentlerin uzunluğu (bp) 
 

1513 A-C 227bp HaeII 165 ve 62bp 

 
Tablo 3.8. P2X7 SNP’ i, kesim enzimleri ve amplifikasyon ürünlerinin boyları 

 
A1513C polimorfizmini belirlemek için HaeII restriksiyon enzimi 

kullanılarak kesim reaksiyonu oluşturuldu ve 37 C' de 2,5 saat inkübasyondan sonra 
EtBr (ethidium bromide) ile boyanmış %3 agaroz jel de UV transilliminatörde 
bakılarak genotipler belirlendi. Bu kesim sonucunda HaeII restiksiyon enzimi normal 
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kişilerde kesim yapmayan bir enzim ve sonuçta 227 bp lik amplifikasyon ürününü; 
polimorfik kişilerde ise kesim yapıyor ve 165 ve 62 bp' lik amplifikasyon ürünü 
beklememiz gerekiyor.  
 
 

Malzemeler  
H2O 18,5 

Buffer 2,5 
Enzim 1,5 

Amplifikasyon ürünü 5 
Toplam 25 

 
Tablo 3.9: P2X7 Kesim reaksiyonu koşulları 
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BULGULAR 
 

 
4.1. İnterferon Gamma -155 A/G Polimorfizminin RFLP-PCR sonuçları 

Deneyimizde 93 tane Antalya TB hastası, 95 tane İstanbuldan Prof.Dr. 
Mustafa BAKIR’ ın gönderdiği TB hastası toplam 188 TB hastası çalışıldı. 
Toplamda 81 sağlıklı kontrol çalışıldı. AluI restriksiyon enzimi ile yapılan kesim 
sonrasında polimorfik GG genotipli bireylerde 147bp ve 184 bp’ lik iki bant, yabanıl 
AA genotipli bireylerden 331 bp’lik tek bir bant ve AG genotipli heterezigot 
bireylerden ise 147,184 ve 331 bp’ lik üç bant görmeyi bekliyorduk. Fakat 
kesimlerimizin sonucunda 331 bp lik tek bir amplifikasyon ürünü gördük (Şekil 4.1 
ve 4.2). Tüm hasta ve kontrollerimiz AA genotipli yabanıl bireylerdi. 
 

Tüm bu yukarıda anlattıklarımız Çizelge 4.1 da şematize edilmiştir ve Tablo 
4.1’ da özetlenmiştir. Bulunan tüm genotip frekansları Hardy-Weinberg dengesi 
açısından test edilmiş ve normal dağılım gösterdiği saptanmıştır. Tüberküloz ve 
sağlıklı kontroller arasındaki genotip karşılaştırmaları için Ki-kare testi kullanılmıştır 
(Tablo 4.2). 

 

 
 

Şekil 4.1. Tüberkülozlu hastalarda İnterferon gamma -155 A/G polimorfizminin kesim 
reaksiyonu sonucu 

 

 
 

Şekil 4.2. Sağlıklı kontrollerde İnterferon gamma -155 A/G polimorfizminin kesim 
reaksiyonu sonucu 
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  Kontrol Tüberküloz 
    

Pozisyon Genotip/alel n(%) n(%) 
—155A-G AA 81(100) 188(100) 

 AG 0(0) 0(0) 
 GG 0(0) 0(0) 

 
Tablo 4.1. İnterferon Gamma -155 A/G ye göre genotiplendirme yapılan hasta ve 

kontrollerin dağılımı 
 

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180
200

kontrol hasta

AA
AG
GG

 
 

Çizelge 4.1. İnterferon gamma – 155 A/G polimorfizminin kesim reaksiyonu dağılımı 
 
 

 
A<>G 

 
AA<>AG 

 
AA+GG<>GG 

 
AA<>AG+GG 

 
p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=1.00 

 
G<>A 

 
GG<>AG 

 
GG+GA<>AA 

 
AA+AG<>GG 

p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=1.00 
 

Tablo 4.2. İnterferon gamma – 155 A/G polimorfizmi açısından yaptığımız çalışmanın 
Hardy-Weinberg dengesi (123) 

 
4.2. İnterferon Gamma -183 G/T Polimorfizminin RFLP-PCR Sonuçları 

Deneyimizde 82 tane Antalya TB hastası, 83 tane İstanbuldan Prof.Dr. 
Mustafa BAKIR’ ın gönderdiği TB hastası toplam 165 TB hastası çalışıldı. 
Toplamda 87 sağlıklı kontrol çalışıldı. AvaII restriksiyon enzimi ile yapılan kesim 
sonrasında yabanıl GG genotipli bireylerde 156bp ve 175 bp’ lik iki bant, polimorfik 
TT genotipli bireylerden 331 bp’lik tek bir bant ve AT genotipli heterezigot 
bireylerden ise 156, 175 ve 331 bp’ lik üç bant görmeyi bekliyorduk. Fakat 
kesimlerimizin sonucunda 156bp ve 175 bp’ lik iki amplifikasyon ürünü gördük 
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(Şekil 4.3 ve 4.4). Tüm hasta ve kontrollerimiz GG genotipli yabanıl bireylerdi. 
Buradan da diyebiliriz ki; IFN γ -183 polimorfizmi bizim toplumumuzda yoktur. 
 

Tüm bu yukarıda anlattıklarımız Çizelge 4.2’ de şematize edilmiştir ve Tablo 
4.3’ de özetlenmiştir. Bulunan tüm genotip frekansları Hardy-Weinberg dengesi 
açısından test edilmiş ve normal dağılım gösterdiği saptanmıştır. Tüberküloz ve 
sağlıklı kontroller arasındaki genotip karşılaştırmaları için Ki-kare testi kullanılmıştır 
(Tablo 4.4). 

 

 
 

Şekil 4.3. Tüberkülozlu hastalarda İnterferon gamma -183 A/T polimorfizminin kesim 
reaksiyonun sonucu  

 

 
 

Şekil 4.4. Sağlıklı kontrollerde İnterferon gamma -183 A/T polimorfizminin kesim 
reaksiyonu sonucu  
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  Kontrol Tüberküloz 
    

Pozisyon Genotip/alel n(%) n(%) 
—183A-T GG 87(100) 165(100) 

 GT 0(0) 0(0) 
 TT 0(0) 0(0) 

 
Tablo 4.3. İnterferon Gamma -183 A/T ye göre genotiplendirme yapılan hasta ve kontrollerin 

dağılımı 
 

 

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180

kontrol hasta

GG
GT
TT

 
 

Çizelge 4.2. İnterferon gamma – 183 G/G polimorfizminin kesim reaksiyonu dağılımı 
 
 

 
G<>T 

 
GG<>GT 

 
GG+TT<>TT 

 
GG<>GT+TT 

 
p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=1.00 

 
T<>G 

 
TT<>GT 

 
TT+TG<>GG 

 
GG+GT<>TT 

p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=1.00 
 
Tablo 4.4. İnterferon gamma – 183 G/T polimorfizmi açısından yaptığımız çalışmanın 

Hardy-Weinberg dengesi (123) 
 
4.3. P2X7 A1513C Polimorfizminin RFLP-PCR sonuçları 

Deneyimizin sonucunda Toplam 139 hastadan 89’ ında kesim görülmedi. 
Yani yabanıl bireylerdi. 7 tanesinde tam kesim vardı mutant CC genotipli bireylerdi 
ve 43 tanesinde 227, 165, 62 üç amplifikasyon ürünü görüldü bu bireylerde 
heterezigot bireylerdi. 

Toplam 118 sağlıklı kontrolden 85’ ında kesim görülmedi, hepsi yabanıl 
bireylerdi. 6 tanesinde tam kesim görüldü ve bunlar mutant CC genotipli bireylerdi 
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ve 27 tanesinde 227, 165, 62 üç amplifikasyon ürünü görüldü. Bu bireylerde 
heterezigot bireylerdi. (Şekil 4.5 ve 4.6  ) 
 

Tüm bu yukarıda anlattıklarımız Çizelge 4.3’ da şematize edilmiştir ve Tablo 
4.5’ da özetlenmiştir. Bulunan tüm genotip frekansları Hardy-Weinberg dengesi 
açısından test edilmiş ve normal dağılım gösterdiği saptanmıştır. Tüberküloz ve 
sağlıklı kontroller arasındaki genotip karşılaştırmaları için Ki-kare testi kullanılmıştır 
(Tablo 4.6). 

 
 
 

 

 

 

 
 
 
 

Şekil 4.5. Tüberkülozlu hastalarda P2X7 A1513C polimorfizminin RFLP-PCR sonuçları 

 
 

 
Şekil 4.6. Sağlıklı kontrollerde P2X7 A1513C polimorfizminin kesim reaksiyonu sonucu 

 
  Kontrol Tüberküloz P değeri 
     

Pozisyon Genotip/alel n(%) n(%) TÜBERKÜLOZ 
—1513 A-C AA 85 (72) 66 (64) 0.27 

 AC 27 (22) 32 (31)  
 CC 6 (5) 6 (5)  

 
Tablo 4.5. P2X7 A1513C ye göre genotiplendirme yapılan hasta ve kontrollerin dağılımı 
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0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

kontrol hasta

AA
AC
CC

Çizelge 4.3. P2X7 A1513C polimorfizminin kesim reaksiyonu dağılımı

 
A<>C 

 
AA<>AC 

 
AA+AC<>CC 

 
AA<>AC+

 
p=0.249 

Odds ratio=1,303 
(0,83–2,04) 

 
p=0.145 

Odds ratio=1,521 
(0,864–2,678) 

 
p=0.851 

Odds ratio=1,114 
(0,36–3,45) 

 
p=0.171

Odds ratio=1
(0,851–2,4

 
C<>A 

 
CC<>AC 

 
CC+CA<>AA 

 
AA+AC<>

 
p=0.249 

Odds ratio=0,768 
(0,49–1,204) 

 
p=0.608 

Odds ratio=1,365 
(0,414–4,496) 

 
p=0.851 

Odds ratio=0,897 
(0,29–2,779) 

 
p=0.986

Odds ratio=1
(0,33–3,09

Tablo 4.6. P2X7 A1513C polimorfizmi açısından yaptığımız çalışmanın H
dengesi (123) 
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CC 

 
,447 
6) 

CC 

 
,01 

3) 

ardy-Weinberg 



 
 
 

TARTIŞMA 
 
 

Tüberküloz, tüm dünyada çok önemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. 
TB olgularının %95’ i ve TB’ye bağlı ölümlerin %97’ si endemisi yüksek ülkelerde 
görülür. Buna rağmen Tüberküloz endüstriyel ülkelerde önemli bir problemdir (91). 
 

Sitokin salınımındaki bireysel çeşitliliğe, genler içinde veya yakınındaki 
polimorfizmler sebep olduğu için IFNγ geninin promoter bölgesinde lokalize olmuş 
SNP’ lerin bu genin transkripsiyonel aktivitesini engelleyebildiğine yönelik kanıtlar 
var (92). 
 

IFNγ gen transkripsiyonun regülâsyonu komplekstir ve proksimal promoter 
ile bir kaç transkripsiyon faktörü interaksiyona girer (93)  
 

SLC11A1’in erken Makrofaj yanıtında önemli rol oynadığı, Reaktif oksijen 
mediyatörlerinin, Nitrik oksit sisteminin aktivasyonunda, IL–1α, TNF-alfa gibi yangı 
uyarıcı sitokinlerin salınmasında rolü olduğunu gösteren yayınlar vardır (119–121) 
 

SLC11A1 (NRAMP1) ve Tüberküloz bu genin farelerde TBC karşı dirençte 
önemli olduğu biliniyor. Bellamy R (122) Batı Afrikalılarda bu genin 4 
polimorfizminin TBC’ a yatkınlıkla ilgili olduğunu yayınlamıştı. 
 

Birimimizde SLC11A1 çalışması yapılmış ve Genotiplere göre Mycobacterium 
Tuberculosis antijenleri ESAT–6 ve CFP–10’ a karşı IFN-γ cevabı belirgin bir fark 
göstermemiştir. Özet olarak, verilerimiz SLC11A1 geni polimorfizmin TB’ a 
yatkınlıkla kuvvetli olmayan bir birliktelik gösterdiğini bu birlikte gidişin IFN-γ 
yanıtıyla ilişkili olmadığını düşündürmektedir. 
 

Daha önce birimimizde Tüberkülozlu hastalarda gamma interferon + 874T/A 
polimorfizmi 'ne yönelik yapılan çalışmada,  aktif TB hastalığı geçiren olgularla, 
aynı etnik ve coğrafik kökenden,  aktif TB hastalığı ve TB hastalığı geçirme öyküsü 
olmayan kontrollerde IFN-γ +874 T-A polimorfizmini araştırılmıştı. Bu çalışma 
sonunda interferon gamma +874 bölgesinde TT olmanın tüberküloza dirençle ilişkili 
olduğu bulunmuş ve bu bölgedeki polimorfizmin interferon yanıt düzeyini etkilediği 
gözlenmiştir. Ancak  interferon gamma +874 T/A ile tüberküloz hastalığına yatkınlık 
ilişkisi hastaların sadece küçük bir bölümünü açıklamaktadır.  Bu gözlem TB 
hastalığına yatkınlıkla ilgili bu gen içinde başka bölgelerin veya başka genlerdeki 
değişikliklerin de yatkınlık veya dirençle ilgili olabileceğini düşündürmektedir(6) 

 
Daha önce raporlanmış çalışmalardan, IFNγ geninin promoter bölgesindeki 

iki polimorfizmi seçtik (4) ve çalışmamızda Türk toplumunda Tüberkülozlu 
hastalarda ve sağlıklı kontrollerde insan IFNγ geninin bu iki promoter 
polimorfizmini araştırdık. Bu bölgeler IFNγ promoter -155 ve -183 bölgeleriydi. Bu 
iki polimorfizm IFNγ geninin transkripsiyonunu etkileyebilir. 
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IFNγ promoterının özü, Delesyon analiz çalışmaları ile tanımlanmıştı (94, 

95). —30 ve -100 bölgeleri yüksek derecede korunmuş olduğu ve proteinlerle 
kompleks yapabilen iki alt bölge içerdiği, ayrıca proksimal alt bölgenin (-48 ‘ e–73 
den) IL–2 promoterine güçlü homoloji gösterdiği çalışmalarda gösterildi (96). 
Transkripsiyonu aktive edici faktör–2 (ATF–2), c-Jun heterodimeri ve c-Jun 
homodimerlerini aktive ederek bu homolog elementlere (NF-IL2) bağlanarak IFNγ 
transkripsiyonunun aktivasyonuna katılıyorlardı. Tersine, siklik AMP cevap elementi 
bağlanma proteini (CREB) NF-IL2’ ye bağlanarak bu transkripsiyonu inhibe eder. 
Distal alt bölgesi (-80 e -96 dan) Th1\Th2 farklılaşmasında kritik rol oynayan 
GATA–3 faktörüne bağlanır. Bununla birlikte, proksimal bölge, hücre tipleri 
arasında DNA bağlanma profilindeki farkları incelemek için bir araç olarak 
kullanılmıştı. Fare Th1 ve Th2 hücre sıralarından nükleer ekstreler kıyaslandığı 
zaman oluşan komplekslerde niteliksel farklar gözlenmişti. Bir miktar farklı 
kompleksler belirlenmesine rağmen belirli kompleksler Th1 nükleer ekstrelerinde ve 
diğerleride Th2 ekstrelerinde daha yaygındır (97). Bu sonuçlar gösteriyor ki 
Yardımcı T hücre farklılaşmasında bu bölge önemlidir. Böylece IFNγ genindeki 
polimorfik bölgelerin varlığını araştırmak daha ilgi çekici oldu özellikle immün 
cevabın başlamasında bu sitokinin rolünün kritik olması düşündürücüdür. 
 

Kaminuma ve ark. (98)’ larının yaptıkları bir çalışmada IFNγ -183 G/T 
polimorfizminin fonksiyonel öneme sahip olduğunu gösteren kanıtlar var (98). 
STAT4 transkripsiyon faktörünün IFNγ promoter aktivitesini arttırdığı fakat GATA–
3 tarafından gen transkripsiyon düzeyinde downregüle edildiği raporlanmıştı.  IFNγ 
promoterındaki STAT4 ve GATA–3’ ün bu etkileri -172 ile -257 arasındaki bölgeleri 
çevreleyen bölgenin çıkarılma yoluyla kaybedildiği kanıtlandı (98).  
 

Barbulescu ve ark. (99)’ nın yaptıkları bir çalışmada -183 ile –196 arasındaki 
bölgenin Transkripsiyonu aktive edici faktör–1 (AP–1) ‘in bağlanma bölgesi olduğu 
gösterilmiş (99). Bizim çalıştığımız -183 bu bölgenin içinde bulunmakta ve bu 
bölgede olabilecek bir nükleotid değişimi AP–1 domainine bağlanmayı ve T 
hücrelerinin promoter aktivitesini değiştirebilir ki buda IFNγ geninin 
transkripsiyonunu ve üretimini etkileyebilir böylece patojenlere konak immün 
cevabını da değiştirebilir. Yine Barbulescu ve ark. nın yaptığı bu çalışmada IFNγ gen 
promoter bölgesinin 155 bp upstreamında lokalize olmuş diğer polimorfizm T hücre 
bölgesini aktive eden nükleer faktör (NFAT bölgesi _168 taaacgcgaaa–160 ) e 
yakındır ve bu bölgenin stabilitesini etkileyebilir(99). 

 
Çalışmamızda IFNγ promoter bölgesinde yani Transkripsiyonun 

başlamasından  -183 pozisyonunda G den T ye ve – 155 pozisyonda A dan G ye 
değişim gösteren iki Tek Nükleotid değişimine Türk toplumundaki hastalarda baktık. 
Alellik frekansları        – 183 de 1 (G) ve 0 (T) ve -155 de 1 (A) ve 0 (G) olarak 
bulundu. 
 

Antalya ve istanbuldan toplanan sırasıyla 82 ve 83 kişilik toplamda 165 TB 
hastalarının hepsinde -183 bölgeleri AvaII enzimi ile kesim yapıldığında tüm 
hepsinde 156 ve 175 bp’ lik iki bant görüldü. Tüm hastalar -183 G/G genotiplerine 
sahiptiler. Aynı şekilde 81 kontrol yine aynı promoter bölgesi için çalışıldığında tüm 
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kontrollerinde hastalarda olduğu gibi   -183 G/G genotipine sahip oldukları 
amplifikasyon ürünün kesilerek 156 ve 175 bp lik iki bant vermesi ile ortaya çıktı. 
Sudan populasyonunda Chevillard ve ark. (4)’ nın yaptığı çalışmada aynı bölge için 
82 örneğin 70 tanesi -183 G/G ve 12 taneside -183 G/T genotiplerine sahip oldukları 
görülmüş. Aynı populasyonda alelik frekanslarına bakılınca 0.927 (G) ve 0.073 (T) 
frekansları çıkmış (4). Chevillard ve ark. (4) ‘ nın yaptıkları çalışmanın bizimkinden 
farkı onlarda 0.073 gibi çok düşük bir orandada olsa T alel frekansı toplumlarında 
rastlanılmış Türk toplumunda bu frekans bizim yaptığımız çalışmada 0 olarak 
bulundu.  Hem Sudan hem Türk toplumunda -183 T/T genotpine sahip hiç bir bireye 
rastlanılmaması her iki çalışmanın ortak olan yanıydı.  
 

—155 Bölgesi AluI enzimi ile kesim yapıldığı zaman -155 A/A genotipli olan 
normal bireyler için 331 bp’ lık tek bir bant ile kesim göstermeyecek, polimorfik 
olan -155 G/G genotipli bireylerde 147 ve 184 bp’ lik iki bant vercektir. Heterezigot 
olan -155A/G genotipli bireylerin ise kesim reaksiyonları 331,147 ve 184 bp’ lik üç 
bant verecektir. —155 promoter bölgesi içinde Antalya’ dan 93, İstanbul’ dan 95 
hastayla toplamda 188 hasta çalışıldı.  Hastaların hiç birinde kesim görülmedi. Tüm 
bireyler -155 A/A genotipine sahiptiler. Sudan populasyonunda Chevillard ve ark. 
(4)’ nın yaptığı çalışmada aynı bölge için 88 örneğin 84 tanesi –155 A/A ve 4 
taneside    –155 A/G genotiplerine sahip oldukları görülmüş. Aynı populasyonda 
alelik frekanslarına bakılınca 0.977 (A) ve 0.023 (G) frekansları çıkmış(4). 
Chevillard ve ark. (4) ‘ nın yaptıkları çalışmanın bizimkinden farkı onlarda 0.023 
gibi çok düşük bir orandada olsa G alel frekansı toplumlarında rastlanılmış Türk 
toplumunda bu frekans bizim yaptığımız çalışmada 0 olarak bulundu. Hem Sudan 
hem Türk toplumunda -155 G/G genotipine sahip mutant alel taşıyan hiç bir bireye 
rastlanılmaması her iki çalışmanın ortak olan yanıydı. 
 

Bizim bu çalışmamız gösteriyor ki baktığımız IFNγ promoter polimorfizmleri 
Türk toplumunda polimorfik değildir. Tabi ki -155A/G polimorfizmine yönelik AluI 
enzimi ile yaptığımız kesim reaksiyonu sonucu hiç kesim görülmemiş olması her ne 
kadar hasta ve sağlıklı bireyleri yabanıl ırk olarak düşündürsede enzimin çalışmamış 
olma ihtimalini göz ardı edemeyiz. 
 
Bu çalışmamızın ardından yine birçok çalışmada TB ‘ e yatkınlıkta rolü oluğu 
bahsedilen P2X7 1513 A→C polimorfizmini TB’ li hastalar ve sağlıklı kontrollerde 
çalıştık. 
 

P2X7 reseptörleri büyük oranda makrofajlarda ekspresse edilmekte(76, 87). 
Katyon kanallarının açılıp Ca ++ girişine sebep olarak kaspas kaskadını aktive eder 
ve böylece apoptosise sebep olur (100, 101). P2X7 geni insanda yüksek derecede 
polimorfiktir ve bir kaç SNP’ leri tanımlandı(102) 
 

1513A→C, en yaygın olan polimorfizmdir ki bu polimorfizm P2X7 nin C 
terminalinde bulunan 496 pozisyonundaki  Glutamik asitten alanin amino asidine 
değişime neden olur (87). Bu aminoasit değişimi birçok hücredeki katyon geçişini, 
makrofajlardan IL–1β , IL–18 ve Matrix Metalloproteinaz (MMP9) salınımını ve 
lenfositlerden CD62L ve CD23 ün oluşumunuda içeren birçok P2X7 fonksiyonunu 
etkiler (87, 90, 103–107). Farklı çalışmalarda gösterilmiş ki homozigot C aleli (C/C) 
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bu bireylerde ATP uyarımı ile Mikobakteri ölümünü engelleyerek P2X7 
fonksiyonlarının neredeyse tamamen kaybına yol açar (108–110).  
 

P.Nino-Moreno ve ark.(111) Çalışmalarında P2X7 geninin 13.eksonunda 
Glu496Ala SNP’ ni Akciğer TB li hastalarda belirgin olarak gösterdiler. Bu çalışma 
bu reseptörün bir genetik polimorfizminin Tüberküloz la ilişkisini gösteren ilk 
çalışmadır ve Bu polimorfizm Tüberküloza yatkınlığı arttırır. Bu reseptör 
infeksiyonun patogenezinde önemli rol oynar(111). P2X7 Glu497Ala mutasyonu bu 
kanalın fonksiyonunu etkilediği ve bu polimorfizm homozigot durumdayken P2x7 
fonksiyonunun neredeyse tamaen kaybına yol açtığı daha önce tanımlanmıştı (90, 
112). Gambian populasyonunda bu polimorfizmin TB ile ilişkisinin olmadığı 
bulunmuş(7) 
 

Suran L. Fernando ve ark. (3)’ nın yaptıkları çalışmada P2X7 A1513C 
polimorfizminin reseptör fonksiyon kaybına yol açtığı bulundu ve Akciğerdışı 
Tüberküloza yatkınlıkta rolü olabilir dendi (3) 

 
Bizim çalışmamızda toplamda 139 Tüberküloz hastası ve 118 sağlıklı kontrol 

çalıştık ve sonuçta buradaki hastaların 89 tanesi 1513AA genotipinde 7 tanesi 
1513CC genotipinde ve 43 taneside 1513AC genotipinde bulundu. P.Nino-Moreno 
ve ark (111)’ nın yaptıkları çalışmada çıkan hasta frekansları bizim hastalarımızın 
frekansı oldukça yakındı. Kontrol grubumuzda 118 sağlıklı kontrolümüzün 85 tanesi 
1513AA genotipinde, 6 tanesi 1513CC genotipine ve 27 taneside 1513AC genotipine 
sahip olarak bulundu.  Yine P.Nino-Moreno ve ark. (111)’ larının yaptıkları 
çalışmayla kıyaslarsak sağlıklı kontrollerde normal ve heterezigot bireylerin frekansı 
birbirlerine oldukça yakınken mutant 1513CC bireylerin sayısında üç kat fark dikkat 
çekiyordu. Hasta bireylerde ise daha önce yapılmış bu çalışma ile arasında belirgin 
bir fark yoktu. Çalışmamızın sonucu P2X7 genindeki Glu496Ala değişimine sebep 
olan A1513C polimorfizmine bizim toplumuzda hem sağlıklı hemde Tüberküloz 
hastası olan bireylerde rastlanılmış fakat sağlıklı kontrollerdeki sonuçlarıyla TB 
hastalarının sonuçları birbirine çok yakın olduğu için bu polimorfizmin Tüberküloz 
hastalığına yatkınlık ya da direnç oluşturduğuna yönelik bir sonuca varamayız. Eğer 
bu polimorfizmle ilgili daha geniş bir tarama yapılabilirse sonuçların değişebileceği 
düşüncesindeyiz.  
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SONUÇLAR 
 
 
Çalışmamızın sonuçları şöylece özetlenebilir: 
 
 

1. IFNγ promoter -155 değişimi için birimimizde yaptığımız çalışmada hasta 
ve kontrollerde hiç polimorfik bireye rastlamadık. Ve buradanda şu sonuca 
varabiliriz ki; IFNγ promoter -155 A/G polimorfizmi bizim toplumumuzda 
bulunamamıştır. Ama yinede tartışma bölümünde belirttiğimiz gibi 
restriksiyon enziminin çalışmamış olma ihtimalini bu polimorfizm için göz 
ardı edemeyiz. 

 
2. IFNγ promoter -183 değişimi için birimimizde yaptığımız çalışmada hasta 

ve kontrollerde -155 değişiminde olduğu gibi hiç polimorfik bireye 
rastlamadık ve böylece şu sonuca varabiliriz ki; IFNγ promoter -183 G/T 
polimorfizmi açısından bizim toplumumuzda polimorfik birey 
bulunamamıştır. 

 
3. P2X7 genindeki Glu496Ala değişimine sebep olan A1513C 

polimorfizmine bizim toplumuzda hem sağlıklı hemde Tüberküloz hastası 
olan bireylerde rastlanılmış fakat sağlıklı kontrollerdeki sonuçlarıyla TB 
hastalarının sonuçları birbirine çok yakın olduğu için bu polimorfizmin 
Tüberküloz hastalığına yatkınlık ya da direnç oluşturduğuna yönelik bir 
sonuca varamayız. Eğer bu polimorfizmle ilgili daha geniş bir tarama 
yapılabilirse sonuçların değişebileceği düşüncesindeyiz.  
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