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OZET

Diinya niifusunun 1/3* i tiiberkiiloz (TB) basili ile infektedir, Tiiberkiiloz
hastalig1 bu bireylerin sadece % 5-10 unda gelismektedir. Basta HIV olmak iizere
bir ¢cok infeksiyon, yas, beslenme ve konagin bagisiklik yanitin1 diizenleyen genetik
faktorler hastaliga donilistimii etkileyen Onemli etmenlerdir. TB hastaligina
yatkinlikta “Purinergic Receptor” (P2X7), IFNy genlerindeki tek niikleotid
degisimlerinin etkili oldugunu gosteren bir ¢ok yayin vardir (1-4).

IFN-y, TB hastaligina direngte en énemli sitokindir. Immiin sistemin fonksiyonun
ve gelisiminin regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Cogunlukla T hiicreleri (CD4+ ve
CD8+) ve Dogal killer hiicreleri tarafindan salgillanir. IFN-y, Thl y&niinde
farklilasmada 6nemlidir. IFN-y ‘nin mikobakteri enfeksiyonlarini sinirlamada 6nemli
oldugunu gosteren yayinlar var (4,26).

Daha o6nce birimimizde Tiiberkiilozlu hastalarda gamma interferon + 874T/A
polimorfizmi ' ne yonelik yapilan ¢aligmada, interferon gamma +874 bolgesinde TT
olmanin tiiberkiilloza direngle iliskili oldugu bulunmus ve bu bolgedeki
polimorfizmin interferon yanit diizeyini etkiledigi gozlenmistir. Bu gozlem TB
hastaligina yatkinlikla ilgili bu gen icinde baska bolgelerin veya baska genlerdeki
degisikliklerin de yatkinlik veya direncle ilgili olabilecegini diisindiirmektedir (6)

Yukarida 6zetledigimiz polimorfizm diginda Interferon gamma geni promoter
bolgesinde -155 A/G ve -183 G/T polimorfizmlerinin islevsel 6nemi oldugunu
diistindiiren ¢aligma yayinlanmistir (4)

Bu projede biz TB hastalifina direngte interferon gamma geni -155A/G ve
-183G/T polimorfizmlerinin iligkisini bir olgu - kontrol arastirmasi ile incelemeyi
planladik. Ve c¢aligmalarimiz sonucunda Tiirk toplumunda bu polimorfizme
rastlamadik.

Yapilan bir ¢ok calismada P2X7 reseptorii SNP’ lerinin TB’ ye genetik
yatkinlikla ilgili oldugu gosteriliyor (7) (3). Bizde IFN-y promoter
polimorfizmleriyle ilgili yapti§imiz arastirmalarin ardindan P2X7 ile TB’ ye
yatkinlik arasinda Tiirk toplumunda bir yatkinlik olup olmadigini arastirdik.
Calisgmamizin sonucu P2X7 genindeki Glu496Ala degisimine sebep olan A1513C
polimorfizmi Akciger TB li hastalarda ve saglikli kontrollerde gosterildi fakat
saglikli kontrollerdeki sonuclarla TB hastalarinin sonuglar1 birbirine ¢ok yakin
oldugu icin Tiberkiiloz hastalifina yatkinlikta bu polimorfimin rolii oldugunu
sOyleyemeyiz.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz, Interferon Gamma, P2X7, Polimorfizm

v



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), IFNy 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 Thl. There are studies showing that IFN-y 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-y 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, interferon Gamma, P2X7, Polymorphisms
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GIRIS

Tiiberkiiloz 120 yildan beri etkeni bilinmesine, 61 yildir tedavi edilebilmesine
ve korunulabilir bir hastalik olmasina ragmen hem gelismis hem gelismekte olan
tilkelerde yiiksek morbidite ve mortalite bakimindan 6nemini siirdiiren bir hastaliktir
(8). Diinya niifusunun 1/3’1 tiiberkiiloz basili ile enfektedir. Yilda 62 milyon kisi
mikrobu almakta ve 8-10 milyon kisi de hastalanmaktadir (1, 9). Ulkemizde de her
yil 3540 bin kisinin tiiberkiiloza yakalandigi tahmin edilmektedir. Ancak Saglik
Bakanligi tarafindan bu hastalarin sadece 17 bini saptanabilmekte, saptanabilen
hastalarin da ancak 6 bini tedavi edilebilmektedir. Tiiberkiiloz diinyada liime neden
olan ilk on hastaliktan biridir (9).

Tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizlerinde yapilan ¢aligmalar bazi hastalarda
Tiiberkiiloza karst genetik yatkinlik oldugunu diisiindiirmektedir. Topluma dayali
calismalar Tuberkiiloz ile bazi HLA-allel‘leri arasinda iliski bulmustur. Ayni
zamanda vitamin D reseptori, interlokin 1 ve dogal direngle ilgili makrofaj proteini
(NRAMPI1) icin olan genlerde polimorfizm saptanmistir. Bu polimorfizmlerin
fonksiyonel 6nemi heniiz bilinmemesine ragmen NRAMP1 polimorfizmi interlokin-
10 regiilasyonuyla birlikte Tiiberkiiloza egilimi etkiliyor olabilir. Genetik
polimorfizm ve Tiiberkiiloz duyarlilig1 arasindaki iliski etnik orijine gore degisebilir,
ancak kiiresel Tiiberkiiloz yiikiine ne kadar katkida bulundugu net degildir, ¢iinkii
Omiir boyu karsilasilan ¢evresel etkilerle genetik yatkinlig1 ayirmak ¢ok giictiir (10).

M.Tuberculosis ile infeksiyon sonrasinda kisiler arasindaki farkliliklar degisik
dogal diren¢ mekanizmalarinin etkinligiyle kismen agiklanabilir. Fagositoz, immun
tanima, sitokin olusumu ve effektér mekanizmalarin hepsi dogal dirence katki saglar.
Bu noktada, farkli gen polimorfizminin Tiiberkiiloz duyarlilig1 ve ciddiyetiyle iliskili
oldugu gosterilmistir. Bu polimorfizmin bazist fonksiyoneldir; ama ¢ogunun
fonksiyonel (immiinolojik) degisiklikleri heniliz gosterilmemistir ki bu konularda
yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir (11).

Patojen viicuda girdikten sonra makrofajlar aktive edilir ve proinflamatuvar
sitokinler sekrete edilir, inflamasyon olusur ve immiin hiicreler cagirilir ve sonug
olarak fagositler mikrobu yok eder ve toksik metabolitler salinir. IFN- y (Orijinal
adlandirmas1 Makrofaj aktive edici faktor) aralarinda en Onemlisidir. IFN-y ile
makrofajlarin uyarimi direkt olarak antimikrobiyal ve antitimor mekanizmalarini
uyarir. [FN-y 16kositlerin ¢agirilmasini yonetir ve bir¢ok hiicre tipine farklilagsmayn,
olgunlasmay1 ve bilyiimeyi yonetir(113—115). Ilaveten, NK hiicre aktivitesini arttirir
(116) ve smif degisimi ve immiinglobulin iiretimi gibi B hiicre fonksiyonlari
diizenler(115-117). IFN-y  Tiberkiiloza karsi bagisiklikta onemlidir. IFN-y
sitokininin reseptorlerindeki defektlerin Tiiberkiiloza yatkinligin arttigr biliniyor
(4,69).



Piirinerjik reseptorler yiiksek derecede makrofajlarda ekspresse olurlar ve ATP
uyarimi ile mikobakterinin 6liimiine araci olurlar (12). TB yatkinlig: ile P2X7 SNP’
lerin arasinda iliski bulundu. (7). A1513C SNP ‘ nin son bir ¢alismasinda pulmoner
TB degil fakat Extrapulmoner TB ile iliskisi gosterildi (3).



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tiiberkiiloz

2.1.1. Tiiberkiilozun tarihgesi ve Epidemiyolojisi

Tiberkiiloz, tanimlanmis en eski hastaliklardan biridir (13). Eski misir
mumyalar1 iizerinde bulunan lezyonlardan alinan doku parcalarinda PCR (polimeraz
zincir reksiyonu) yontemi ile Mycobacterium’a ait DNA parcalar1 gosterilmistir.(14,
15) Robert Koch, Tiiberkiilloz basilini 125 yil 6nce 24 Mart’da kesfetmisyir. Bu
nedenle 24 Mart her yil kutlanmak {izere * Diinya Tiiberkiiloz Giinii’ ilan edilmigtir

(16).

Tiiberkiiloz, diinya ¢apinda en yaygin bulasici hastaliklarin birisidir (17). Tim
organlarda goriilebilen Tiiberkiiloz hastaliginda, en sik tutulan organ %85 orani ile
akcigerlerdir. Etkeni, patogenezi ve tedavi yollar1 ¢ok iyi bilinmesine ragmen
hastalik ¢ok sayida gen¢ eriskinde yol agtigi Oliimlerle diinyada Onemini
stirdiirmektedir(18).

Geligmekte olan iilkelerde, Tiiberkiiloz, yiliksek hastalik ve 6liimliiliik oranlarini
gosterir. Hastalik, HIV ile infekte hastalar gibi immiin sistemi baskilanmis kisiler
arasinda ozellikle batil iilkelerinde artis gosteriyor (17, 19, 20). 2000 yilinda her 100
000 kisiden 5,8’ inde goriilme sikligi ile U.S. de 16 377 Tiiberkiiloz vakasi vardi.
Goriilme siklig1 durmadan azaliyordu. 1993’de her 100000 kisiden 10,5’inde goriilme
siklig1 ile 26673 Tiiberkiiloz vakasi zirve yapmisti. Bu artig, antiretroviral tedaviden
onceki periyodda HIV ile infekte bireylere biiyiik ol¢iide bagliydi (19-21). Diger
taraftan 1997’ de Tiiberkiilozun diinya capindaki goriilme sikliginin 8000000 oldugu
ve bunlarin 2000000’nun o6ldiigii tahmin ediliyor. Vakalarin ¢ogu gelismekte olan
tilkelerdeydi (19).

Diinya saglik organizasyonu, diinya g¢apinda Tiiberkiilozun goriilme
yayginliginin 2005 de 14 milyonu astigin1 ve bu kisilerin 1,5 milyondan fazlasininda
hastaliktan 6ldiigii tahmin ediyor (22). Diinya saglik organizasyonu (WHO) neredeyse
diinyanin {gte birinin Tiiberkiiloz basili( Sekil 2.1) ile infekte oldugunu ve bu
bireylerin %5-10 nun yasamlar1 esnasinda aktif TB gelismis oldugunu tahmin ediyor
(23).

Ulkemizde TB’nin durumu degerlendirildiginde, hastalik insidansi agisindan
basarili kontrol programi uygulanmis iilkeler ile kotii programlar uygulanmis tilkeler
arasinda bir konumumuz oldugu goriilmektedir. Hastalik insidansi Hindistan,
Banglades, Cin gibi iilkelerde yiiz binde yiiziin {izerinde, hatta yiizbinde ikiyliziin
tizerindedir. Ulkemizdeki TB hastalik insidansi, 2000 yilinda Verem Savas
Dispanserine kayitl hastalara gore hesaplandiginda yiizbinde 27°dir (24).



TB gelisimini; yas, alkol, yetersiz beslenme ve HIV gibi bir¢ok faktorler
etkileyebilir. Belli monozigotik ve dizigotik ikililerdeki farkli uyum oranlar1 ve farkli
irksal farkliliklardan kaynaklanan konak genetik faktorleri M.tuberculosis’ e
yatkinlikta 6nemli belirleyicilerdir. Ozelliklede konagin bagisiklik yanitii diizenleyen
genetik faktorler M. Tuberculosis’ e yatkinlikta 6nemli 6nemli rol oynarlar (2, 25).

2.1.2. Mikobakterinin morfolojisi ve yapisi

Tiiberkiiloz’ a M. Tuberculosis sebep olur. Spor formunda olmayan, hareketsiz
zorunlu aerobik bir bakteridir (26). Bu nedenle oksijen konsantrasyonunun yiiksek
oldugu dokularda yerlesmeye egilimlidir ve akcigerlerde de oksijen konsantrasyonun
yiiksek oldugu apikal bolgede daha sik tutulum vardir (27). Mycobacterium’ un
hiicre duvart mycolic acids gibi uzun zincirli birka¢ kompleks lipidleri igerir (Sekil
2.2) (26). Bu ozelliginden dolay1 da karbolfuksin ile boyandiktan sonra asid ve
alkolle deklorize edilemez. Bu 6zellik aside direngli bakteri (ARB) tanimini ortaya
cikarmistir (27). Hiicre duvari elemanlari tim Freund’ 1 adjuvani i¢inde kullanildi
ve bu adjuvan deney hayvanlarinda antijene bagisik yaniti arttirmak i¢in kullanildi.
Organizma, hiicre duvarinda hi¢ eksotoksin iiretmez ve hi¢ endotoksin igermez (26).

Sekil 2.1. TB morfolojisi (28).
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Sekil 2.2. Mikobakterinin hiicre duvari: 1 -dis lipit, 2- mikolik acid, 3- polisakkaritler
(arabinogalactan), 4- peptidoglikan, 5- plasma zari, 6- lipoarabinomannan (LAM),
7- fosfatidil inositol mannozid, 8- hiicre duvar iskeleti (29).

2.1.3.Tiiberkiiloz patogenezi ve immiinolojisi

Insanlar bu bakteri icin dogal bir rezervuardir. Akcigerde gizlenmis olan
hastalik etkeni hava yolu solunumu ile kisiden kisiye aktarilir. Organizma sistemik
ve kronik bir hastalifa sebep olur. Viicuttaki organ ya da dokulara penetre olur (21,
30-34). En bulasici olanlar1, balgam mikroskobisinde “aside direncli bakteri” (ARB)
pozitif olan akciger ve larinks TB’u olanlardir. Yayma negatif TB’ lu hastalarin
bulasiciligi cok daha azdir (35). Hasta ile yakin vede uzun siireli temasi olan kisilere
kars1 bulagma ihtimali daha fazladir. Bu kisiler bazen ayni is yerini ya da aynm evi
paylasmis olan arkadaslar, cogunluklada aile i¢i bireyler olabilir. Bazi suslarin daha
bulasici oldugu gosterilmistir (36).

Bakterinin temizlenmesinde oOzellikle makrofajlar ve makrofaj; fonksiyonu
tizerine etkili olan sitokinlerin 6nemli rolii vardir (37). Akciger TB’unda dort evre
vardir. Birinci evrede; Alveollere gelen M. Tuberculosis’i 6ldiirmek i¢in ilk savunma
makrofajlardan gelir( Sekil 2.3). Basilin 6ldiiriilmesinde, konagin mikrobiyal fagositer
kapasitesi, alinan basilin sayis1 ve virulans faktorii dnemlidir. Organizma, makrofaj
tarafindan Oldiirilmekten kacgis egilimindedir ve fagosomlar gibi vakuoller ic¢inde
yasamini siirdiiriir. Bu vakuoller, lizozamal enzimler ile birlesmeden kaginir ve
kagmarak degredasyonu onler. Ve basil kagmay1 basarinca ¢ogalmaya baslar. Ikinci
evrede; Konak, infeksiyonu kontrol i¢in gerekli olan inflamatuvar cevab ile M
Tuberculosis® e tepki gosterir. Ilk 6nce kandaki monosit ve inflamatuvar hiicreler
akcigere gelirler. Monositler dokuya ulasmasi ile makrofajlara doniisiip basili fagosite
etmeye baglar ancak yok edemezler. Aritmetik olarak ¢ogalmaya baslayan basilin
etrafinda makrofaj kiimelenmesi olur doku hasari ¢ok degildir. iki hafta sonra T hiicre
yanit1 geligir boylelikle hiicre i¢inde bulunan basili 6ldiirmek i¢in makrofajlar aktive
olur. Fakat bu ayn1 zamanda genis bir doku zararina sebep olabilir. Ve {i¢iincii evrede;
basilin logaritmik giden artisi durdurulmus olur. Primer lezyondaki santral solid
merkez ile hiicrenin disindaki biiylime inhibe olur. Ddrdiincii evrede; bagisikligin



zayifladig1 anlarda birincil infeksiyondan yillar sonra olsa bile hastalik kan yolu ile
yayilip tekrardan olusabilir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.6) (11).

Tiiberkiiloz patogenezinde 4 evre

Evre 1- Baglangi¢
Evre 2- Logaritmik ¢ogalma ve Simbiyoz — PRIMER ENFEKSIYON
Evre 3- Immunojenik kontrol

Evre 4- Erime ve kazeifikasyon 1 — progresif primer tiiberkiiloz

2 — post primer tiiberkiiloz
SEKONDER ENFEKSIYON
T T
Endojen kaynak eksojen kaynak
(reaktivasyon) (reenfeksiyon)

Immiin komponentlerin genis bir smifi M.Tuberculosis’ in biiyiimesini
sinirlandiran etkili bir cevap igerirler. Immiin cevabmn en 6nemli komponentleri
makrofajlari, T hiicrelerini (CD4+ ve CD8+) ve IFNy, IL-12, TNF-a ve IL-6 iceren
sitokinlerdir. Makrofajlar M. Tuberculosis’ in kontroliinde onemli bir rol oynar.
Ancak, mikroorganizma dinlenen makrofajlar icinde ¢ogalma yetenegi varken, aktif
makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilabilir. Diger yandan M.Tuberculosis,
Makrofajlarin apoptosisine sebep olabilr ve bu yakin doku hasarinda 6nemli rol
oynayabilir (38) MTb’nin salgiladigt ESAT-6:CFP-10 kompleks, ESAT-6 ve CFP—
10 proteinlerinin makrofaj sinyal yolunda ayarlamalar yaptigina bunuda bir
mekanizmay1 taniyarak makrofajlar igcinde MTb’ in yasamasi i¢in uygun ortam
olugsmasina yardim ederek yaptigina ve MTb patogenezinede katkida bulunuyor
olabilecegine yonelik yaymlar var( Sekil 2.7) (39)

Ayrica TNF-a {iretemeyen veya cevap veremeyen fareler bakteri yayilmasini
sinirlamak i¢in granuloma olusturamazlar (40).

Genetik veya irksal faktorler, M.tuberculosis’i elimine etmede 6nemli rol
oynayabilir (41).  Ayrica Genetik yatkinlik Tiiberkiilozun yayilmasinda rol
oynayabilir (26). T hiicreler, M. Tuberculosis’ a kars1 savunmada major bir rol oynar.
CD4+ ve CD8+ T hiicreleri infekte hiicreler icin sitotoksik olabilir. CD4+ T hiicreler
immiin cevapta onemli rol oynayabilir. Ve buda bize CD4+ T hiicreleri azaldig:
zaman HIV ile infekte bireylerde Tiiberkiiloza yatkinligin belirgin artigini agiklar. Th2
cevabi infeksiyonu iceren ve aktif hastalik gelistirmeyen hastalarda {iistiinken, Thl
hiicre cevabi Tiiberkiiloz’ un kontrolii ve korunma ile iliskili iistiinliik saglar. Thl
cevab1 HIV li bireylerde 6zelliklede CD4+ T hiicre sayimi diisiik olanlarda belirgin
olarak hasar gérmiistiir (26). CD8+ T lenfositleride muhtemelen hiicreleri liziz ederek
ve sitokin salinimi yaparak katkida bulunurlar (11).



T lenfositlerin fonksiyonel ¢esitliligi TB hastaliligina duyarlilik ve hastaligin
sonuclart arasindaki farklhilikla 1iligkili olabilir. Koruyuculuk Mikobakteriyel
infeksiyonlarda Th1 yanit1 i¢in esastir. [IFNy reseptorii olmayan bireylerde tekrarlayan
mikobakteri infeksiyonlar1 hatta bundan dolayida Oliimler goriilmiistir. TB
hastalarinda Th2 tipi sitokinler de artig oldugu saptanmig ve Th2 tipi sitokinler IFNy
uyarimini invitro olarak inhibe edip konak cevabini azaltabilir (11).

Mikobakteriye ait antijenin sunumunun ardindan sitokin saliimi ve
kazanilmis T lenfosit aracili bagisikligin devreye girmesi ve bu bagisikligin devam
etmesinde Fagositik hiicreler oldukca biiylik bir dneme sahiptir. Ayrica, fagositik
hiicrelerin dogal savunma mekanizmast da Onemlidir. Yapilan bir deneyde
mikobakterilere hassas olan tavsanlar direncli tavsanlara gore inhalasyondan 7 giin
sonra akcigerlerinde 20-30 kat daha fazla canli basile sahiptiler. Nitekim agilanmig
farelerde yapilan calismalarda kazanilmis T hiicre bagisikliginin  dissemine
Tiiberkiilozdan onlar1  korudugunu, ama baslangic akciger infeksiyonunu
onleyemedigini gostermistir. Dissemine hastaliga kars1t BCG ile kazanilmis T lenfosit
aracili bagisiklik daha koruyucudur. Dogal olarak kazanilmis T lenfosit bagisiklig
eksojen olarak akcigerin yeniden infekte olmasina kars1 koruyucu degildir. Bu bilgiler
1s1ginda konagin savunma mekanizmalarinin T lenfositlerinden bagimsiz haliyle
akciger infeksiyonundan korunmada olduk¢a onemli oldugunu gosteriyor. Birgok
farkli epidemiyolojik veri gosteriyor ki Tiiberkiilozda dogal diren¢ 6nemlidir(11).

Kanitlar gosteriyor ki farkli T hiicre populasyonlart TB’ a karsi1 koruyucu
immiiniteye katilirlar. M. tuberculosis ge¢ enedozom-lizozom evresinde fagozomlarda
yerlesir. Buradan, onun antijenlerinin hiicre yiizeyine MHC Smif II antijenleri
tarafindan taginirlar ve CD4+ hiicrelerini uyarirlar. Bazi protein antijenleri MHC Sinif
I molekiilleri tarafindan sunulur ve CD8+ T hiicrelerini uyarirlar. Glikolipit antijenler
CD8+ T hiicreleri veya ¢ift negatif (CN) i¢cin Grup 1 CD1 molekiilleri (CDla, b or c)
tarafindan sunulurlar. Sonu¢ olarak fosfat igeren kii¢iik molekiiller bilinen sunum
molekiillerinin yoklugunda ¥: T hiicreleri tarafindan sunulurlar. Tim T hiicre
populasyonlarinin ¢esitli derecelerde sitotoksik T lenfosit (CTL) aktivitesini ekspresse
ettigi ve [FN- ¥ salgiladig1 gosterildi (Sekil 2.5) (47).

Diger 6nemli sitokin IL-12 M.Tuberculosis’in kontroliinde énemli rol oynar.
IL—12 aktive makrofajlar tarafindan iiretilir ve Th1l cevabin gelisimini siirdiiriir. Daha
ileride IFNy salabilen CD4+ T Hiicreleri bir araya toplar. IFNy tiiberkiiloz
kontroliinde 6nemli olmasina ragmen o mikobakteriyi kapsamakta tek bagina yeterli
degildir. Fakat TNF-o ‘in salinimi i¢in makrofajlarin uyariminda 6énemli rol oynar.
TNF-a , inflamasyonun slirmesi i¢in énemlidir ve granuloma olusumuna yardim eder
ve bu organizmayi sarar ve onun yayilmasini siirlar. TNF-a  ‘in bir eksikligi aktif
Tiiberkiilozun yayilmasina yol agar. Infliximab gibi anti- TNF ajanlar1 ile muamele
olan hastalar akcigerdist TB gelistirebilir ve hastalik yayilabilir. Infliximab
kullanilirsa PPD+ hastalara tedavi olarak antitiiberkiiloz verilmelidir (5,26).

Tiiberkiiloz, enfeksiyonun ardindan ertelenmis bir agir1 hassaslik reaksiyonu
gelistirir ve bu asir1 hassaslik reaksiyonu saflastirilmis protein tiirevine( PPD) karsidir.
Tiiberkiiloz, PPD reaksiyonu pozitiftir (42). Bagisiklig1 baskilanmis olan hastalarda. ,
PPD negatif kalabilir.  Tiberkiilozlu hastalarin ¢ogu subkliniktir. Tiiberkiiloz,



bulastirilan kisilerin sadece %3—5" inde goriiliir. Diger % 95-97’ 1 belirti gostermez,
fakat asemptomatik kisilerin %5’ 1 6miirleri boyunca tiiberkiiloz gelistirebilir (26).

Hedef hiicreye bulastirilan basillerin yasayabilirliklerine, apoptosisin etkisini
ilgilendiren c¢alismalar c¢eligkili sonuglar gosterdi. Sonuglar gosterdi ki MTB ile
infekte makrofajlara ATP’ nin ilavesi hiicre intiharlar1 ve basilin yok olmasi ile
sonuc¢landi (43). Bununla beraber bu, ATP aracili Piirinerjik reseptor aktivasyonun
fagozom- lizozom fiizyonunu yonettigi ve mikobakterinin bilylimesi i¢in uygun
olmayan fagozom i¢i Ph’ inda anlamli degisimleri uyardiginin kanitidir (44).

e

Sekil 2.3. Bir makrofajin Tiiberkiiloz patojenini yutmasi (45)
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Sekil 2.5. TB’ a kars1 koruyucu immiinitede T hiicre populasyonlari ve antijenler(47):

10



Lymph nodeas
Parzizting myccbactania
in prirnary bmph nocds
keslons and in lesion-fras
Iyt rcdes

Firm cazeolz oora
irhikiitire bactarial growth

Farsizting mycobactania
iri lasion-fres tissus

Sekil 2.6. TB patogenezi (48)

Parsistence
Mycobacteria within focal lesion

Infection

Macrophags

Dendritic: cell

Sekil 2.7. TB persistansi (49).
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2.2. Insan Genetigi ve Tiiberkiiloza Yatkinhk

Gen polimorfizmleri (“single nucleotide polymorphisms”), genomik DNA’nin
bir popililasyonun normal bireyleri arasinda farklilik gosterdigi tek baz ¢ifti
degisliklikleridir. Gen polimorfizmleri popiilasyonda yaygin goriiliir, etnik ve cografi
farkliliklar gosterirler. Bir¢ok durumda, hiicre metabolizmasi i¢in 6nemli olan
yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisli kontrolii, sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin
kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumda genin kodladigi proteinin fonksiyonu
ya da enzim aktivitesi bu degislikliklerden 6nemli Olgiide etkilenebilir. Hiicre
metabolizmasi icin kritik 6nem tasiyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasi c¢eslitli
hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar igin riski artirmaktadir (50)

Geleneksel goriis, mikobakterilerin esit virlilansa sahip oldugu seklinde olsa
da, topluma dayali yapilan genotipleme calismalari, az sayidaki susun toplumdaki
vakalarin ¢ogundan sorumlu oldugunu ortaya koymustur. Yapilan ¢aligmalar, farkli
M. tuberculosis suslarinin  konak ile degisik iliskiler kurdugunu ve bulas
potansiyellerinin birbirlerinden farkli oldugunu gostermektedir(51, 52)

Son elli yilin istiindeki bir seri ¢alisma gosteriyor ki; konagin genetik
faktorleri TB® e yatkinlikta etkilidir (53, 54). Onceki calismalarda Mikobakteriye
yatkinliktaki genlerin bazilar1 agiga ¢ikmasina ragmen, genetik yatkinlik faktorlerinin
kapsamli anlagilmasi 6nemli bir amagti ve bulunamadan kald1 (53) .

TB’e genetiklerin roliinii desteklemek igin dort biiytlik kanit vardir:

Birinci kanat, ikiz ¢aligmalari isaret ediyorki tekyomurta ikizleri arasindaki TB
oranlar1 ¢ift yumurta ikizlerin oranlarinin iki kati (¢ift yumurta ikizlerine karsi tek
yumurta ikizleri i¢in her 100 ikiz i¢in 14,9 TB’ e kars1 31,4, P < 0.05)(55) .

Ikinci kamt, Bir kag¢ primer immiin eksiklik bozukluklari, yiiksek tutunumlu
nadir tek gen mutasyonlarina katkida bulunan bir mendeliyan tarzda mikobakteriye
yatkinlikla iligkilidir. Bu bozukluklar baz1 kombine immiin yetmezligi icerir, hiper-
immunoglobulin (Ig) E sendromu, Kronik gramatoz hastalik, immiin eksiklikli
anhidrotik ektodermal displazi, hyper-IgM sendromu ve Mikobakteriyel hastaliga
Mendeliyan yatkinlik (MSMD)(53). Bozukluklarin bu son grubu Mycobakteriyel
infeksiyon iligkisi daha segici ve diger patojenlere asir1 yatkin degil fakat bazen
Salmonella’ ya yatkinlig1 var. Son on yilin listiindeki 6nemli ¢aligma serilerinde, tek
gen defektlerinin sayis1 tanimlandi ki T hiicreleri tarafindan ortaya koyulan IL-12 ve
IFNy, makrofajlar1 aktivasyonunu ve sonrasinda organizmanin Oliimiinii saglar.
Tanimlanmis mutasyonlu genler IL-12Rbl, IL-12p40, IFN-gR1, IFN-gR2 ve sinyal
transducer ve transkripsiyon-1’in aktivatori (STAT-1) igerir. Mendeliyan
bozuklukluklarla iligkilendirilmis infeksiyonlarin ¢ogu BCG ve ¢evresel
bakterilerdendir. Bununla birlikte, bozukluklarin bazilart Mtb’ ye yatkinlikla
(MSMD’den biri IFN-gR2 ve IL-12p40) iliskilendirilmistir. (53, 56).

Konak genetigi ve TB yatkinlig1 i¢in {igiincii kanit; komplex kalitim 6rnegi
caligmalarindan geliyor. Genetik etkinin poligenik oldugu ve herhangi diisiik etkili tek
alel ile populasyonda ortak olan alellere katkida bulundugu farzediliyor. TB’ ye
yatkinligin birkag¢ genis genomik calismalari aile temellendirilmis soy arastirmalariyla
olusturuldu. Bu arastirmalar Kanada populasyonunda 2q35 igeren birka¢ lokusta
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tanimland1 (57). Fasdaki bir ¢alismada 8q12—13 (58), brezilyadakinde 17q11.2 (59),
ve Gambiya ve Giiney Afrika populasyonlarinda 15q and Xq (60). Afrikadaki
ailelerde( Gambia, Guinea, GlineyAfrika) 15q lokusunun bes haritas1 gosteriyorki
Ube3a veya yakin bir gen neden olan lokusu igerebilir (61). Bunlarla iligkili belli bash
genleri tanimlama ¢abasi devam ediyor.

Dordiincti kanit; aday genlerle iliskili calismalardan geliyor. Aday genlerde
ortak polimorfizm olup olmadigini degerlendiren bu caligmalar hastaliga yatkinlikla
iligkilendirildi. Tasarlanan en ortak ¢alisma kontrol ve vakalar arasindaki polimorfizm
(single nucleotide, insertions, deletions, or microsatellite markers) frekanslarinin
kiyaslanmasi ile bir vaka- kontrol diizenindedir. Tasarlanan bu ¢alismanin 6nemi giicii
genis topluluk boyutlarinin kapasitesidir. Heterogenik veya karisik toplumlar bir
dezavantajdir. Vaka ve kontroldaki etnik komposizyondaki farklar, hastaliga
yatkinlikta farkliliga katkida bulunamayan hatali iligkilere yol agabilir.

Karisik toplumlari kontrol i¢in etnik agidan uygun vaka ve kontrolleri igermesi
gerekiyor. Ilaveten bir genomik kontrol seti olarak farkli etnik gruplardan secilmis
bagimsiz SNP’ ler ile genotiplendirme yapilarak populasyon karisimin ince delili
incelenebilir. Bu yaklasim son zamanlarda birkag TB vaka-kontrol c¢aligmalarinda
kullanild1 (62, 63).

Tuberkiiloza kars1 bagisiklik IFN-y ve IL—12 yi igerir bundan dolay1 IFN-y ve
IL-12 sitokinlerin reseptorlerindeki defektlerde Tiiberkiiloza yatkinligin arttig
biliniyor (70). IFN-y genleri tahrip edilmis farelerde TB hastaligina yatkinligin
olustugu bildirilmis (11). M. tuberculosis' i 6ldiiren bagisikligin nasil oldugu hakkinda
kesinlik ¢ok azdir. Bagisiklik M. tuberculosis' i oldiriilmektense ¢ogunlukla latent
duruma itiliyor olabilir (64).

2.3. Interferon Gamma

Interferonlar, Interferon alfa, beta, gamma’ y1 igeren kiiciik bir sitokin
grubudur. Gamma formu pleitropik bir sitokindir ve immiin sistemin fonksiyonu ve
gelisiminin regiildsyonunda énemli rol oynar. O ¢ogunlukla her iki T hiicre tipi (CD4+
ve CD8+) ve dogal oldiirticii hiicreler tarafindan iiretilirler. Ve O, Nosun indiiksiyonu
ile tanimlanan makrofajlardaki bir Mikobakteri Oldiiriicti yanidi uyarir (65, 66).
Aktive olmus T hiicre populasyonlari iki ayr1 alt gruba béliiniirler, yardimci T hiicre 1
(Th1) ve yardimct T hiicre 2 (Th2), yardimci1 T hiicrelerin ikiside farkli sitokinleri
uretirler. Farede, Th2 hiicrelerinin IL-4, IL-5 ve IL—10 direttigi tanimlanirken Thl
hiicreleri farede, IFN-gamma, IL-2, TNF iiretiyor olarak tanimlandilar. Bu alt iiniteler
birbirlerini ¢apraz olarak regiile ederler ve iki alt populasyon arasindaki denge immiin
bozukluklar ve infeksiyonun kontrolii igin kritiktir. Insanda, IFN-gamma geni dort
ekson igeriyor ve 12ql5 de DI12S335 ve DI12S313 microsatellitlere sikica
yerlestirilmistir (67, 68)

I[FN-y tip II IFN ‘un bir tipidir. O yapisal olarak Tip I IFN den farklidir.
Farkli reseptorlere baglanir ve ayri1 bir kromozomal lokus tarafindan kodlanir.
Baslangigta IFN y’ y1 yalnizca CD4+ T yardimer T hiicreleri ve CD8+ sitotoksik
lenfositlerin iirettigi diisiiniildii. Bununla birlikte, B hiicreleri, NK, T hiicreler ve
profosyenel antijen sunan hiicreler gibi diger hiicrelerinde IFN-y salgiladigina
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yonelik kanitlar var. Profosyenel antijen sunan hiicreler (monosit/makrofaj, dendritik
hiicreler (DCler))tarafindan IFN-y iiretimi yakin hiicrelerin aktivasyonu ve kendi
hiicre aktivasyonu i¢in énemli olabilir. T lenfositlerin adaptif immiin cevapda major
kaynagi IFN-y iken muhtemel profosyenel APC’ler ve NK hiicreleri tarafindan IFN-
v’ nin salgilanmasi enfeksiyona karsi erken konak savunmasinda énemli olabilir.
IFN- vy tiretimi, APC’ ler tarafindan salgilanan sitokinler tarafindan kontrol edilirler,
en dikkat ¢ekicilerde, IL—12 ve IL—18 dir. Bu sitokinler innate immiin cevapta [FN-
vy Uretimi ile infeksiyon arasinda bir koprii hizmeti goriir. Cogu patojeni Makrofajin
tanimastyla, IL—12 ve kemokinlerin salgilanmasi uyarilir (MIC1). Bu kemokinler,
inflamasyon bolgesindeki NK hiicrelerini etkiler. IL-12 bu hiicrelerdeki IFN- vy
sentezini arttirir. Makrofajlarda NK ve T hiicreler, IL-12 ve IL-18 kombinasyonu,
IFN-y {iretimini daha arttirir. IFN-y {iretiminin negatif diizenleyicileri IL—4,IL—
10,TGF-B ve glukokortikoitleri icerir (118).

IFN- vy oncelikle Jak-Stat yolunu kullanarak sinyallesir. Bir yol, gene
regiilasyonunu etkilemek i¢cin 50’nin istiinde sitokin, biiylime faktorleri ve
hormonlar kullanilir. IFN- y cevap genlerinin ¢ogunun transkripsiyonu bir GAS ya
da ISRE element tarafindan kontrol edilir(118).

IFN- v, Klas I MHC’nin genelinin ylizeyinde sunulmus olan peptitlerin sayisi
ve ¢esitliligini arttirmak i¢in Tip I ve II IFN Klas I antijen sunum yolunda, bir¢ok
fonksiyonu up regiile eder. IFN — v tarafindan MHC klas I’in hiicre yiizeyindeki up
regililasyonu hiicre i¢i patojenlere konak cevabi i¢in Onemlidir. Ciinkii yabanci
peptitlerin sitotoksik T hiicreleri tarafindan taninma potansiyelini arttirir ve bdylece
hiicre aracili bagisiklik uyarimini yonetir. IFN — v tek basina Klas II antijen yolunu
up-regiile edebilir ve bdylece CD4+ T hiicrelerinin peptide 6zel aktivasyonunu
yonetir. IFN- y profosyenel APC’lerin genlerini ekspresse ederken profosyonel
olmayan APC’lerin genlerini ekspresse edemez. Dahast MHC smif IDI'yi
profosyoneller upregiile ederken profosyonel olmayanlar uyarabilirler. IFN- y, Thl
hiicrelerinin ana iirlintidiir. Dahas1 Th1 fenotipine dogru immiin cevabin yonelmesini
saglar.  IFN- v, karakteristik Thl efektor mekanizmalart yoneterek bunu
gerceklestirir: Innate hiicre aracili bagisiklik (NK hiicre efektdr fonksiyonlarin
aktivasyonu ile), Spesifik sitotoksik bagisiklik (T hiicreleri APC interaksiyonu ile) ve
Makrofaj aktivasyonu (118).

Birgok raporlar isaret ediyor ki; IFN- y makrofaj hiicre dongiisiinde tutsak kalir
ve bir yasam sinyali saglarken proapoptotik sinyal olarak hizmet veren diger
sinyalleride saglar(118).

IFNy Fare calismalart ve MSMD’ i insan arastirmalar1 gosterir ki, IFNy
Mikobakteriye karsi savunmata kritiktir ve boylece onu kodlayan gen polimorfizme
acikca adaydir ortak yatkinliklar1 degistirip, fonksiyonlarini etkiler (69). “Bacillus
Calmette Guérin” (BCG) dahil tiim mikobakteri kokenli hastaliklara yatkinligi, IFNy
reseptor defektlerinin arttirdigi calismalarda gosterildi.(2).

Kismi IFN- R eksiklikleri, [IFN-gamma R1 ve IFN- gamma R2’ nin her

ikisinde degismeler olmasina sebep olmus. Akraba olanlarda  cytoplasmic
domaindeki bir mutasyonda, reseptdriin recycling/internalizationu ve sinyalini
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kanistirirken, bir formda , IFN- R1’in extracellular par¢asindaki bir degisme IFN- y
baglanma afinitesini uyarir, IFN- R2 ' nin extracellular domaininde tek amino asit
degismesi tanimlandi. Bu degisim, IFN-y' ya cevab1 yok etmedi. Kismi bir dominant
IFN- R1 eksikligine, IFN- R1 'de kiiciik bir frameshift delesyonu sebep oldugu
birkag ilisiksiz akrabaliklarda tanimlandi. Kisalmig proteinler, hiicre yiizeyinde
birikir ve IFN-y’ y1 baglar, fakat eksiklik bir hiicre i¢i geri doniistiirme bolgesi
oldugundan hastalik {izerinde baskin bir negatif etki gosterir. Heterezigotlarda IFN-
R1 dimerlerinin ¢ogu, en az bir defektif alt iiniteye sahiptir ve fonksiyon disidir.
Fakat az da olsa normal dimerler vardir ve fonksiyoneldir. Kismi IFN- R 'lii hastalar
icin prognoz, nispeten iyidir ve ¢cogu, geng yetiskinlik yillarinda tedavisiz kurtarildi.
IL-12B mutasyonlu hastalarda, tam bir IL-12p40 eksikligi var, ne monositler ne de
dendritik hiicreler, uyarinin ardindan IL-12'1 salgilamadilar. Onlarin lenfositleri
normalden daha az IFN-gamma salgilar. BCG enfeksiyonlari, tam IL—12 eksiklikligi
olan tiim hastalarda goriildii. Ve ufak bir grup, atipik mikobakteri veya Salmonella
enfeksiyonuna yakalandi. IL-12RB1 'de ki mutasyonlar, genellikle IL—12 reseptor
subunit IL-12RB1 'in tam bir eksikligine sebep olur, eksojen IL-12'e tepki
gostermeyen, diisiik IFN-y {iretimiyle sonuglaniyor. Bu hastalarin, tedavi edilebilir
BCG?’ leri ve atipik mikobakteriyel enfeksiyonlar: var ve yaris1 kadarinda Salmonella
enfeksiyonlar1 var. Bunlarda bir X’ e bagh resesif kismi eksiklik bile tanimlandi.
Yalnizca bir Olim, bildirildi ve aile akrabaliklar1 arasinda klinik durumlarinda
degisimler var. Belgelenmis mutasyonlu bireyler tamamen asemptomatikken,
kardeslerinde yayilmis BCG enfeksiyonu vardi. Bu degisim, IL-12 sinyali
olmadiginda onu diger sitokin uyaricisi olan IFN-gamma’nin telafi edebildigini
gosterir (53). IL-12 p40 altiinitesini IL-23 ile paylasir ve IL-23 reseptor, 1L-12631
altiinitesinide paylasir bu ylizden Bu genlerdeki defektler IL-23 sinyalinde bile
eksikliklere yol agar (70).

Tam STAT-1 eksikligi akraba olmayan iki bebekte tanimlandi. Onlar
yayllmis BCG enfeksiyonlardan kurtulmus olmalarina ragmen her ikisi, sidddetli
viral enfeksiyonlarindan o6ldli, tahminen STAT-1 'de ki bir kusurun sonucu,
interferon o' nin sinyaline aracilik etti. Bunuda ISRE ( IFN- ardisiklik cevabi 6gesi)
araciligr ile yapti ki ISRE, anti-viral immiiniteye anahtardir. Hem STAT-1
fosforilizasyonu hemde DNA baglanmasini bozan farkli mutasyonlarin Kismi
STAT-1 eksikliklerine sebep oldugu bulundu (71). Bu mutasyonlarin bazisi,
heterezigot durumda (baskin 0Ozellik) mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik
gosterir, fakat homozigotken sadece viral enfeksiyonlara yatkindirlar ( resesif
ozellik) (69).

Genetik defekli olan akrabaliklarda mikobakteriyel infeksiyona yatkinlik
saptanmis ki bu defektler ¢ocukluk TB’ nin biiyiik bir oranindan sorumlu olabilir
(69).

2.4. Piirinerjik Reseptorler

P2X7 reseptorleri yedi homomerik reseptor alt tipi iceren ATP’ a hassas
iyonotropik P2X reseptorleri ailesine mensuptur (P2X1-P2X7) (72). Bu reseptor alt
tiplerinin bazilar1 P2X2/3 gibi fonksiyonel heteromerik reseptér kombinasyonlari
vardir (72) bununla birlikte P2X7 reseptorleri P2X ailesi arasinda tektir ki bunlar
sadece homerik form olarak fonksiyon gosterir ve yiiksek ATP konsantrasyonlari ile
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fonksiyon gosterirler (4100 mM) (73). ilaveten uzun dénem agoniste maruziyet hiicre
membraninda biiyiik sitolitik form olusumuna sebep olur (74). Oncelikle RAT’ larda
klonlandi (74) ve sonra insan beyninde (75) ve insan makrofajlarinda klonland1 (76).
P2X7 reseptorleri mast hiicreleri, lenfositler, eritrositler, fibroblastlar periferal
makrofajlar ve epidermal langerhans hiicrelerini igeren Hematopoetik kok hiicrelerde
ekspresse edilirler (74).

Piirinler ile onlarin niikleozit ve niikleotid formlari, gerek enerji
metabolizmasinda gerekse genetik materyalin olusturulmasinda oynadiklar1 rol
acisindan, tiim hiicrelerde olmazsa olmaz molekiillerdendir. Bu iki temel goérevin
yanisira, hiicre i¢i ve hiicreler arasindaki iletisime de onemli katkilar saglarlar. Bu
iletisim, hiicre yilizeyinde yerlesmis reseptorler araciligi ile gerceklesir. Piirinerjik
reseptor (plirinoseptdr) ailesi bes alt gruba ayrilmistir:

a) Adenin reseptor grubu

b) Yapisal (Metabotropik) niikleotid (P2Y) reseptorler
¢) lyonotropik niikleotid (P2X) reseptdrler

d) Diniikleotid reseptorler

¢) Adenozin reseptorleri (77)

Piirinerjik reseptorler yiiksek derecede makrofajlarda ekspresse olurlar ve ATP
uyarimi ile mikobakterinin Oliimiine araci olurlar. P2X7° nin uyarmmi ikili katyon
kanallarmin agilimina, kalsiyum gegisine, kaspasin uyarimma ve sonug¢ olarak
apoptosise sebep olur. Mikobakterinin 6limii ve fagozomal fiizyonu yoOneten
Fosfolipaz D aktive edilir (12).

Bununla birlikte, Bu reseptér alt tipinin fonksiyonunun diger P2X7
reseptorlerinin genel 6zelliklerinden ayr1 oldugunu gostermek oldukea giigtiir. P2X7
reseptorlerinin en az 250 polimorfik formu tanimlanmis (78) bu gesitler arasinda,
fonksiyonun hem kazanci (79) hemde kaybina (80) sebep olan tek niikleotid
degisiklikleri (SNP’ ler) raporlandi. Bu SNP’ lerin bazilar1 akcigerdisi Tiberkiiloz
icin (3) bir biomarker olarak tahmin etmede ise yararken bu tarihe kadar 6zel bir
P2X7 polimorfizminin hastalikla iliskisi acik degildi.

P2x7 reseptoriiniin polimorfik formlarin gesitliligi, diger P2X7 reseptorleriyle
alakali reseptorlerin C terminal bolgesinin uzunlugunun uzamasi ile alakalidir. Bu
bolge reseptor aracili sitosolik por olusturma aktivitesi i¢in temeldir (74). Ve ayrica
lipopolisakkaritler igin birbirini etkiledigi varsayilan bolgeler icerir (81); SH2
domainleri ve a-aktin gibi (82). P2X7 reseptor aktivasyonunun mekanizmalar1 hiicre
membraninda biiylik sitosolik por olusumlarina yol agar ki bunlarin kesinligi
saptanamadi. Elde edilen kanitlar P2X reseptOriiniin minumum sitokiyometrik
konformasyonun bir trimer olduguna isaret ediyor. Bununla birlikte Bu is, potansiyel
downstream sinyal mekanizmalarindansa P2X reseptorlerinin kanal iletkenliklerinin
analizine dayandiriliyor. P2X reseptorlerinin = sitokiyometrik o6zellikleri P2X7
reseptoriindense once diger alt tiplerde ¢aligilarak tanimlandi (83). Kanalin iginin
genislemesi ile por olusumu temel hipotez iken (72), In vitro por olusumuna yol
acmis agonisti gostermek icin katyon gecirgen reseptdr ekspresse eden bazi hiicre
tipleri por olusumuna P2X7 reseptor aracili downstream sinyallerin sebep oldugunu
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gosteren verilerin olusumuna yol agti (84, 85). Por olusumu hiicre yiizeyinde
nonselective hemichannelsin agikligina bagli olabilir (86)

Piirinerjik reseptorler, immiin sistem ve kandaki hiicrelerde bulunan katyonik
kanallardir ve makrofajlarda yiiksek derecede ekspresse edilirler (87). P2X7 reseptorii
ekstraselliiler ATP ile aktive edilir ki ATP apoptosise yol agan kaspaz kaskatinin
uyarimini ve kalsiyum girigine yol agarak katyon secici kanallarin agilimina sebep
olur. Bir kalsiyum bagimli fosfolipaz D yolu dahi aktive edilir, bu aktive edilen yolda,
fagolizozomal flizyonunu ve mikobakterinin 6lmesini saglar (87).

P2X7’ de promoter bolgesinde birkag¢ polimorfizm bulunuyor. Bu bolgeler; Bir
ATP baglanma domaini, bir traffiking domain ve bir ankrilyn benzeri tekrar domaini
(A1513C, E496A). Kodlanan bolge polimorfizminin birkacinin ¢aligmalari, ATP ile
uyarilmis apoptosis gibi, ATP ile uyarilmig Etidyum alimiin azalmasi ile defektler
fonksiyonel olarak gdsterilmistir (88, 89). iki vaka-kontrol ¢alismalar1 TB yatkinligi
ile P2X7 SNP’ lerin iliskisi bulundu. Fonksiyonu tam bilinmeyen bir promoter
polimorfizmi Gambia’ da pulmoner TB ile iliskilendirildi (alel frekans1 vakalarda
0.254, kontrollerde 0.329 veya 0.70) (7). Sydney, Avusturalya’ da A1513C SNP* nin
son bir ¢alismas1 pulmoner TB degil fakat akcigerdist TB ile iligkisi gosterildi.
(Akciger dis1 TB icin O.R. yaklasik olarak 3,1-4,0, P < 0.01) (3). Bu c¢aligmanin bir
glicii iki ayr1 toplulukta bulunanlarin replikasyonudur. Olas1 hastaliklar farkl
sehirlerin bir sayisindan konularla populasyon heterojenliginin boyutlar1 ve
derecelerinin kii¢iikk Orneklerini igerir. A1513C polimorfizmi ATP ile uyarilmisg
makrofajlarda MTb ve BCG’ nin dldiiriilmesinin zayiflatilmasi ile iligkilidir (3, 90).
Sadece bu SNP MTb’ yi oldirmek icin Makrofajin yetenegini degistiren etkili
fonksiyonun zayiflatilmasiyla iliskili oldugu biliniyor.

17



BIiREYLER VE YONTEMLER

3.1. Olgular

Bu ¢aligmaya Antalya Verem Savas Dispanserin'de izlenen ve TB hastalig ile
tutarl1 klinik ve radyolojik bulgularin varligi, balgam ya da aghik mide suyu
degerlendirilmesinde en az iki ARB pozitifligi olan veya balgamda, bronsial lavaj
stvisinda ve /veya plevral sivida ve diger organ sistem sivilarinda Mycobacterium
Tuberculosis igin kiiltiir pozitifligi ile kesin akciger tiiberkiilozu tanist almis 100
hasta alindu.

Marmara Universitesi Cocuk Enfeksiyon Hastaliklart Bilim Dali'ndan
Prof.Dr. Mustafa Bakir tarafindan birimimize génderilen PPD(+) , ELISPOT(+)
ancak TB hastaligt olmayan 134 ¢ocuk calismaya alindi. 100 saglikli kontrol
hastanemize bagvuran saglikli donérlerden onamlar1 alinarak secidi.

Arastirmaya alinma kriterleri:

PPD(+) , ELISPOT(+) ancak TB hastalig1 olmayan 134 ¢ocuk ve 100 saglikli
kontrol grubu, ayrica TB hastaligi hem radyolojik hemde balgam ya da ac¢lik mide
suyu degerlendirilmesinde en az iki ARB pozitifliginin olmas1 veya balgamda,
bronsial lavaj sivisinda ve /veya plevral sivida ve diger organ sistem sivilarinda
Mycobacterium Tuberculosis igin kiiltir pozitifligi ile kesin Akciger Tiiberkiilozu
tanis1 almis 100 hasta alinmasi.

3.2. DNA izolasyonu

Tiiberkiiloz tanisiyla izlenen hastalardan 2 cc kan EDTA igeren tiipe alinip DNA
izolasyon kitinin protokoliine gore DNA' lar ayrildi. Gentra DNA Ekstraksiyon kit
kullanilarak yapilan DNA izolasyon yontemi, asagida maddeler halinde belirtilmistir:

a. 300 pl. kan, 900 pl “red blood cell lysis’’ ile kanstirildi. 15 dk. oda
1s1sinda ve karanlikta inkiibasyona birakildu.

1750 g. de 1 dk santrifiij edildi (Heraecus marka Megafuge 1.0R).
Siipernatant atild1.

Dipte kalan hiicreler 300ul “cell lysis’’ soliisyonu ile karistirildi.

Hiicreler cell liziz ile iyice pipetaj yapildi.

100 pl “protein precipitation’” solusyonu da eklendi ve 15 sn. vorteks ile
iyice karismasi saglandi.

1750 g. de 1 dk. santrifiij edildi.

Siipernatant bagka bir tiipe aktarildi ve iizerine 300 pl. isopropanol ilave
edildi. Tiip elle sallanarak DN A’ nin kondanse hale gelmesi saglandi.
1750 g. de 1 dk santrifiij edildi ve slipernatant atildu.

300 ul %70’ lik etil alkol eklenip karigtirildi.

1750 g. de 1 dk. santrifiij edildi, siipernatant atild1.

Dipte kalan DNA 100 pl “dehidratation’’ soliisyonu ile sulandirildi.

"o a0 o
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Izole edilmis olan DNA &rnekleri IFNy -155 ile -183 promoter ve P2X7
A1513C polimorfizmleri acisindan bireylerin genotiplendirilmesinde kullanildi. Ve
Amplifikasyonlar yapilina kadar -20 C de sakland.

3.3. IFN Gamma Promoter icin PCR

PCR i¢in DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer) cihazi kullanilmistir.
Amplifikasyon reaksiyonu ig¢in: 1X reaksiyon buffer’y, 1.5mM MgCI2, asagida
dizilimi yazili olan primerlerden 0.5mM, herbir dNTP’den 200mM, 1 Unite Taq
Polimeraz ve 100 ng genomik DNA kalip olarak kullanildi. Genotiplendirme yapmak
icin RFLP(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) yontemi kullanildi. RFLP
tek baz degisimlerini veya farkli biiylikliikkte minisatellitleri belirleyebilen bir
tekniktir. Restriksiyon Endoniikleazlarla DNA ‘nin farkli biiyiikliikte fragmanlara
ayrilarak incelenmesi esasina dayanir. Genotiplendirme, polimorfizm ¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Amplifikasyon i¢in termal cycler da interferon
gamma promoter bolgesi ve P2X7 bolgeleri ¢cogaltildi, fenol kloroform ekstraksiyonu
yapildi ve kesim reaksiyonlari gergeklestirildi.

Polimorfizm pozisyonu | Baz degisimi | PCR Primerleri (sense/antisense) Anrllsele;ilng Uzunluk
—155 A-G 5’- aat gtg ctt tgt gaa tga —3°-
5’ - ctc cte tgg ctg ctg gta -3’ S1C 331bp
—183 G-T 5’- aat gtg ctt tgt gaa tga —3°-
5’ - ctc cte tgg ctg ctg gta -3’ 1C 331bp

Tablo 3.1: interferon gamma promoterindeki SNPler, kullamilan primerler, annealin 1sis1,
amplifikasyon iiriiniiniin boyu

3.3.1. IFN Gamma Promoter Amplifikasyonu
IFN gamma promoter bolgesi i¢in kullanilan 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’ 1 prospektiisiiniin 6nerdigi miktarda sulandirarak 100 pmolar stok
hazirladik. Bu stogu 10 pmolar hale getirmek ic¢in 10 pl stok primer + 90 pl H20’ 1
karigtirdik. ANTP 25 Mmolar bu sebeple 4 niikleotiddende 25 pl aldik ve 100 pl” lik
stok hazirladik.
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PCR kosullar1:

95°C
95°C
51°C
72°C

72°C

( baslangi¢ denatiirasyonu) 2 dk
(denatiirasyon) 30 sn
(annealing) 1 dk 35 dongii
(uzama) 1 dk
(bitis uzamasi) 5 dk
RFLP’de kullanilan malzemer
H20 34,2 ul
Buffer Sul
Mg+2 3ul
dNTP 0,4 ul
Sense (Forward) primer 1ul
Antisense (Reverse) primer 1ul
Tag 0,4 pl
DNA 5ul
Toplam 50 wl

Tablo 3.2: Interferon gamma promoterindeki SNPler i¢in kurulan PCR da kullamlan
malzemeler ve miktarlari

PCR sonucunda beklenen 331 baz ciftlik {iriin, %2 lik agaroz jelde kontrol

edildi. Tag DNA polimeraz, buffer ve Mg+2’ u ise Roche marka kullanildi. ANTP
Fermantas marka kullanildi.

3.3.2. IFN Gamma Promoteri icin Fenol Kloroform Ekstraksiyonu

Daha sonra PCR iirlinleri fenol-kloroform ekstraksiyonu ile saflagtirildi.

Fenol-Kloroform ekstraksiyonu assagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi:

op

o oao

Stok elde etmek i¢in 6nce fenol ve kloroform esit miktarlarda karigtirildi
Amplifikasyon iirlinlimiiziin {izerine 50 ul steril su ekleyip 100 ul ye
tamamladik.

Uzerine 100 pl hazirladigimz fenol kloroformdan ekledik

Vorteks yapip, 5 dakika 10000 rpm de santrifiij ettik

500 pl’ lik ayr1 bir ependorf tiipiine siipernatani aldik

Uzerine %10’una denk gelecek sekilde %3 likk sodyum asetat ve ortalama 2
katina denk gelecek sekilde 200-230 pl arasinda absolu alkol eklenip 15
dakika -80 de bekletildi

15 dakika 10000 rpm de santrifiij ettikten sonra siipernatan1 dokiip pellet
kurumaya birakildi

Kuruduktan sonra 20 pl steril su ile sulandirildi ve -20 derecede kesim
yapilana kadar saklandi.
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3.3.3. IFN Gamma -155 A/G VE -183 G/T i¢in kesim reaksiyonlar1

Pohmorﬁzm Baz degisimi | Uzunluk | Resrtiksiyon enzimi | Fragmentlerin uzunlugu (bp)
pozisyonu
—I13 A-G 331bp Alul 1 147ve184 bp
—183 G-T 331bp Avall 156vel75 bp

Tablo 3.3. Interferon gamma promoterindeki SNPler, kesim enzimleri ve amplifikasyon
iiriinlerinin boylart

3.3.3.1. IFN Gamma -155 A/G icin kesim reaksiyonu

Malzemeler
H20 6,2
Buffer 1
Enzim 0,3
Amplifikasyon iiriinii | 2,5
Toplam 10

Tablo 3.4: interferon gamma -155A/G degisimi icin kesim reaksiyonu kosullar

—155 A/G polimorfizmini belirlemek i¢in Roche firmasindan satin aldigimiz
Alul restriksiyon enzimi kullanilarak kesim reaksiyonu olusturuldu ve 37 C' de 3 saat
inkiibasyondan sonra EtBr (ethidium bromide) ile boyanmis %3 agaroz jel de UV
transilliminatdrde bakilarak genotipler belirlendi. Bu kesim sonucunda Alu I
restiksiyon enzimi, yabanil bireylerde amplifikasyon iiriiniinii kesmezken polimorfik
kisilerde kesim yapmaktadir.

3.3.3.2. IFN Gamma -183 G/T i¢in kesim reaksiyonu

Malzemeler
H20 5,5
Buffer 1
Enzim 1
Amplifikasyon iiriinii | 2,5
Toplam 10

Tablo 3.5: Interferon gamma -183G/T degisimi icin kesim reaksiyonu kosullar

—183 G/T polimorfizmini belirlemek i¢in ise yine Roche firmasindan satin
aldigimiz Ava II restiksiyon enzimi kullanilip yukarida belirtilen kesim reaksiyonu
bu bolge iginde uygulandi. 37 C' de 2 saat inkiibasyondan sonra EtBr (ethidium
bromide) ile boyanmis %3 agaroz jel de UV transilliminatérde bakilarak genotipler
belirlendi. Ava II restiksiyon enzimi polimorfik kisilerde, yabanil kisilerde oldugu
gibi 156 bp ve 175 bp' lik bantlar olugturmayacak 331 bp'lik tek bant gorulecektir.

21



3.4. P2X7 icin PCR
Genotiplendirme yapmak i¢in RFLP yontemi kullanildi. Ve amplifikasyon
icin termal cycler da P2X7 bolgesi ¢ogaltildi, fenol kloroform ekstraksiyonu yapildi
ve kesim reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR i¢cin DNA Thermal Cycler 480 (Perkin
Elmer) cihazi kullanilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu icin: 1X reaksiyon buffer’,
1.5mM MgCl2, asagida dizilimi yazili olan primerlerden 0.5mM, herbir ANTP’den
200mM, 1 Unite Taq Polimeraz ve 100 ng genomik DNA kalip olarak kullanilds.

Annealing

Polimorfizm Baz degisimi PCR Primerleri (sense/antisense) Isist Uzunluk
pozisyonu
Forward: 5’-TGC CCC TGG CCC TCC
A-3’
1513 A-C Reverse: 5’-GTC TGG ACA GGA CCA 60 C 227bp

GC-3¥

Tablo 3.6: Interferon gamma promoterindeki SNPler, primerler, annealig 1sis1 ve
amplifikasyon iriiniiniin boyu

3.4.1 P2X7 Amplifikasyonu

Primerler’ i prospektiisiiniin 6nerdigi miktarda sulandirarak 100 pmolar stok
hazirladim. Bu stogu 10 pmolar hale getirmek i¢in 10 pl stok primer +90 pl H20’ 1
karigtirdim. dNTP 25 Mmolar bu sebeple 4 niikleotiddende 25 pl aldim ve100 pl lik

stok hazirladim

PCR kosullar:

95°C ( baglangic denatiirasyonu) 2 dk
95°C (denatiirasyon) 30 sn
51°C (annealing) 1 dk
72°C (uzama) 1 dk
72°C (final uzamasi) 5 dk

35 dongii

PCR sonucunda beklenen 227 baz ¢iftlik {irtin, %2 lik agaroz jelde kontrol edildi.

Forward :5’-TGC CCC TGG CCC TCC A-3’
Reverse :5°-GTC TGG ACA GGA CCA GC-3°
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RFLP’de kullanilan malzemer

H20 33,5ul

Buffer Sul

Mg+2 1,5 pl

dNTP 1l

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

Taq 1ul

DNA 5ul

Toplam 50 wl

Tablo 3.7. P2X7 RFLP-PCR amplifikasyonu igin kullanilan malzemeler ve miktarlar1

Taq DNA polimeraz, buffer’st ve Mg+2’ u Roche marka kullanildi. ANTP
Fermantas marka kullanildu.

3.4.2. P2X7 i¢in Fenol Kloroform Ekstraksiyonu
Daha sonra PCR firiinleri fenol-kloroform ekstraksiyonu ile saflastirndi.
Fenol-Kloroform ekstraksiyonu assagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi:

Stok elde etmek icin 6nce fenol ve kloroform esit miktarlarda karigtirildi

Amplifikasyon {irliniimiiziin lizerine 50 pl steril su ekleyip 100 pl ye

tamamladik.

Uzerine 100 ul hazirladigimiz fenol kloroformdan ekledik

Vorteks yapip, 5 dakika 10000 rpm de santrifiij ettik

500 pl’ lik ayr1 bir ependorf tiipiine siipernatani aldik

Uzerine %10’una denk gelecek sekilde %3 likk sodyum asetat ve ortalama 2

katina denk gelecek sekilde 200-230 pl arasinda absolu alkol eklenip 15

dakika -80 de bekletildi

g. 15 dakika 10000 rpm de santrifiij ettikten sonra siipernatan1 dokiip pellet
kurumaya birakildi

h. Kuruduktan sonra 20 pl steril su ile sulandirildi ve -20 derecede kesim

yapilana kadar saklandi.

o

o Ao

3.4.3. P2X7 A1513C icin kesim reaksiyonu

Polimorfizm pozisyonu | Baz degisimi | Uzunluk Reset;lzlirsgon Fragmentlerin uzunlugu (bp)
1513 A-C 227bp Haell 165 ve 62bp

Tablo 3.8. P2X7 SNP’ i, kesim enzimleri ve amplifikasyon tiriinlerinin boylar1

A1513C polimorfizmini belirlemek i¢in Haell restriksiyon enzimi
kullanilarak kesim reaksiyonu olusturuldu ve 37 C' de 2,5 saat inkiibasyondan sonra
EtBr (ethidium bromide) ile boyanmis %3 agaroz jel de UV transilliminatorde
bakilarak genotipler belirlendi. Bu kesim sonucunda Haell restiksiyon enzimi normal
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kisilerde kesim yapmayan bir enzim ve sonugta 227 bp lik amplifikasyon {iriiniinii;
polimorfik kisilerde ise kesim yapiyor ve 165 ve 62 bp' lik amplifikasyon {iriinii
beklememiz gerekiyor.

Malzemeler
H20 18,5
Buffer 2,5
Enzim 1,5
Amplifikasyon {ir{inii 5
Toplam 25

Tablo 3.9: P2X7 Kesim reaksiyonu kosullari
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BULGULAR

4.1. Interferon Gamma -155 A/G Polimorfizminin RFLP-PCR sonuglar1

Deneyimizde 93 tane Antalya TB hastasi, 95 tane Istanbuldan Prof.Dr.
Mustafa BAKIR’ 1 gonderdigi TB hastasi toplam 188 TB hastasi c¢alisildi.
Toplamda 81 saglikli kontrol ¢aligildi. Alul restriksiyon enzimi ile yapilan kesim
sonrasinda polimorfik GG genotipli bireylerde 147bp ve 184 bp’ lik iki bant, yabanil
AA genotipli bireylerden 331 bp’lik tek bir bant ve AG genotipli heterezigot
bireylerden ise 147,184 ve 331 bp’ lik {ic bant gormeyi bekliyorduk. Fakat
kesimlerimizin sonucunda 331 bp lik tek bir amplifikasyon tiriinti gordiik (Sekil 4.1
ve 4.2). Tiim hasta ve kontrollerimiz AA genotipli yabanil bireylerdi.

Tiim bu yukarida anlattiklarimiz Cizelge 4.1 da sematize edilmistir ve Tablo
4.1’ da Ozetlenmistir. Bulunan tiim genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesi
acisindan test edilmis ve normal dagilim gosterdigi saptanmustir. Tiiberkiiloz ve
saglikli kontroller arasindaki genotip karsilastirmalari i¢in Ki-kare testi kullanilmistir
(Tablo 4.2).

Sekil 4.1. Tiiberkiilozlu hastalarda Interferon gamma -155 A/G polimorfizminin kesim
reaksiyonu sonucu

Sekil 4.2. Saglikli kontrollerde Interferon gamma -155 A/G polimorfizminin kesim
reaksiyonu sonucu
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Kontrol Tiiberkiiloz
Pozisyon Genotip/alel n(%) n(%)
—I155A-G AA 81(100) 188(100)
AG 0(0) 0(0)
GG 0(0) 0(0)

Tablo 4.1. Interferon Gamma -155 A/G ye gore genotiplendirme yapilan hasta ve
kontrollerin dagilimi

2001
180+
160+
140-
120+
100+

B AA
OAG
B GG

hasta

kontrol

Cizelge 4.1. Interferon gamma — 155 A/G polimorfizminin kesim reaksiyonu dagilimi

A<>G AA<>AG AA+GG<>GG | AA<>AG+GG
=100 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. interferon gamma — 155 A/G polimorfizmi agisindan yaptigimiz ¢aligmanin
Hardy-Weinberg dengesi (123)

4.2. interferon Gamma -183 G/T Polimorfizminin RFLP-PCR Sonugclari
Deneyimizde 82 tane Antalya TB hastasi, 83 tane Istanbuldan Prof.Dr.
Mustafa BAKIR’ 1 gonderdigi TB hastasi toplam 165 TB hastasi calisildi.
Toplamda 87 saglikli kontrol calisildi. Avall restriksiyon enzimi ile yapilan kesim
sonrasinda yabanil 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 ii¢ bant gdérmeyi bekliyorduk. Fakat
kesimlerimizin sonucunda 156bp ve 175 bp’ lik iki amplifikasyon iiriini gordiik
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(Sekil 4.3 ve 4.4). Tiim hasta ve kontrollerimiz GG genotipli yabanil bireylerdi.
Buradan da diyebiliriz ki; IFN v -183 polimorfizmi bizim toplumumuzda yoktur.

Tiim bu yukarida anlattiklarimiz Cizelge 4.2° de sematize edilmistir ve Tablo
4.3’ de Ozetlenmistir. Bulunan tim genotip frekanslari Hardy-Weinberg dengesi
acisindan test edilmis ve normal dagilim gosterdigi saptanmustir. Tiberkiiloz ve
saglikli kontroller arasindaki genotip karsilastirmalari i¢in Ki-kare testi kullanilmistir
(Tablo 4.4).

Sekil 4.3. Tiiberkiilozlu hastalarda Interferon gamma -183 A/T polimorfizminin kesim
reaksiyonun sonucu

Sekil 4.4. Saglikli kontrollerde Interferon gamma -183 A/T polimorfizminin kesim
reaksiyonu sonucu
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Kontrol Tiiberkiiloz
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. interferon Gamma -183 A/T ye gore genotiplendirme yapilan hasta ve kontrollerin
dagilhimi

180+
160+
140+
120+
100-

B GG
oGT
BTT

hasta

kontrol

Cizelge 4.2. interferon gamma — 183 G/G polimorfizminin kesim reaksiyonu dagilimi

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. Interferon gamma — 183 G/T polimorfizmi agisindan yaptigimiz galismanin
Hardy-Weinberg dengesi (123)

4.3. P2X7 A1513C Polimorfizminin RFLP-PCR sonug¢lar

Deneyimizin sonucunda Toplam 139 hastadan 89’ inda kesim goriilmedi.
Yani yabanil bireylerdi. 7 tanesinde tam kesim vardi mutant CC genotipli bireylerdi
ve 43 tanesinde 227, 165, 62 ii¢c amplifikasyon iriinii goriildii bu bireylerde
heterezigot bireylerdi.

Toplam 118 saglikli kontrolden 85’ inda kesim goriilmedi, hepsi yabanil
bireylerdi. 6 tanesinde tam kesim goriildii ve bunlar mutant CC genotipli bireylerdi
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ve 27 tanesinde 227, 165, 62 {i¢ amplifikasyon iirliinii goriildii. Bu bireylerde
heterezigot bireylerdi. (Sekil 4.5 ve 4.6 )

Tiim bu yukarida anlattiklarimiz Cizelge 4.3’ da sematize edilmistir ve Tablo
4.5’ da Ozetlenmistir. Bulunan tim genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesi
acisindan test edilmis ve normal dagilim gosterdigi saptanmustir. Tiberkiiloz ve

saglikli kontroller arasindaki genotip karsilastirmalari i¢in Ki-kare testi kullanilmistir
(Tablo 4.6).

Sekil 4.5. Tiiberkiilozlu hastalarda P2X7 A1513C polimorfizminin RFLP-PCR sonuglar1

Sekil 4.6. Saglikli kontrollerde P2X7 A1513C polimorfizminin kesim reaksiyonu sonucu

Kontrol Tiiberkiiloz P degeri
Pozisyon Genotip/alel n(%) n(%) TUBERKULOZ
—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 gore genotiplendirme yapilan hasta ve kontrollerin dagilimi
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OAA

kontrol

OAC

BmCC

hasta

Cizelge 4.3. P2X7 A1513C polimorfizminin kesim reaksiyonu dagilimi

A<>C AA<>AC AA+AC<>CC AA<>AC+CC
p=0.249 p=0.145 p=0.851 p=0.171
Odds ratio=1,303 | Odds ratio=1,521 | Odds ratio=1,114 | Odds ratio=1,447
(0,83-2,04) (0,864-2,678) (0,36-3,45) (0,851-2,46)

C<>A CC<>AC CC+CA<>AA AA+AC<>CC
p=0.249 p=0.608 p=0.851 p=0.986
Odds ratio=0,768 | Odds ratio=1,365 | Odds ratio=0,897 | Odds ratio=1,01
(0,49-1,204) (0,414-4,496) (0,29-2,779) (0,33-3,093)

Tablo 4.6. P2X7 A1513C polimorfizmi agisindan yaptigimiz ¢alismanin Hardy-Weinberg

dengesi (123)



TARTISMA

Tiiberkiiloz, tiim diinyada ¢ok 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir.
TB olgulariin %95’ 1 ve TB’ye bagli 6liimlerin %97’ si endemisi yiiksek iilkelerde
goriiliir. Buna ragmen Tiiberkiiloz endiistriyel iilkelerde dnemli bir problemdir (91).

Sitokin salimimindaki bireysel cesitlilige, genler i¢inde veya yakinindaki
polimorfizmler sebep oldugu i¢in IFNy geninin promoter bolgesinde lokalize olmus
SNP’ lerin bu genin transkripsiyonel aktivitesini engelleyebildigine yonelik kanitlar
var (92).

IFNy gen transkripsiyonun regiildsyonu komplekstir ve proksimal promoter
ile bir kag transkripsiyon faktorii interaksiyona girer (93)

SLC11A1’in erken Makrofaj yanitinda 6nemli rol oynadigi, Reaktif oksijen
mediyatorlerinin, Nitrik oksit sisteminin aktivasyonunda, IL—1a, TNF-alfa gibi yangi
uyarici sitokinlerin salinmasinda rolii oldugunu gosteren yayinlar vardir (119-121)

SLCI1A1 (NRAMP1) ve Tiiberkiiloz bu genin farelerde TBC kars1 direngte
onemli oldugu biliniyor. Bellamy R (122) Bati Afrikalilarda bu genin 4
polimorfizminin TBC’ a yatkinlikla ilgili oldugunu yayinlamisti.

Birimimizde SLC11A1 ¢alismasi yapilmis ve Genotiplere gére Mycobacterium
Tuberculosis antijenleri ESAT-6 ve CFP-10’ a kars1 IFN-y cevabi belirgin bir fark
gostermemistir. Ozet olarak, verilerimiz SLC11A1 geni polimorfizmin TB’ a
yatkinlikla kuvvetli olmayan bir birliktelik gosterdigini bu birlikte gidisin IFN-y
yanittyla iligkili olmadigini diislindiirmektedir.

Daha 6nce birimimizde Tiiberkiilozlu hastalarda gamma interferon + 874T/A
polimorfizmi 'ne yonelik yapilan ¢aligmada, aktif TB hastaligi gegiren olgularla,
ayni etnik ve cografik kdokenden, aktif TB hastaligi ve TB hastalig1 gecirme dykiisii
olmayan kontrollerde IFN-y +874 T-A polimorfizmini arastirilmistt. Bu c¢alisma
sonunda interferon gamma +874 bolgesinde TT olmanin tiiberkiiloza direncle iligkili
oldugu bulunmus ve bu boélgedeki polimorfizmin interferon yanit diizeyini etkiledigi
gbzlenmistir. Ancak interferon gamma +874 T/A ile tiiberkiiloz hastaligina yatkinlik
iligkisi hastalarin sadece kiiglik bir bolimiinii aciklamaktadir. Bu gozlem TB
hastaligina yatkinlikla ilgili bu gen icinde baska bolgelerin veya baska genlerdeki
degisikliklerin de yatkinlik veya direncle ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir(6)

Daha 6nce raporlanmis ¢alismalardan, IFNy geninin promoter bolgesindeki
iki polimorfizmi sectik (4) ve c¢alismamizda Tiirk toplumunda Tiiberkiilozlu
hastalarda ve saglikli kontrollerde insan IFNy geninin bu iki promoter
polimorfizmini arastirdik. Bu bolgeler IFNy promoter -155 ve -183 bdlgeleriydi. Bu
iki polimorfizm IFNy geninin transkripsiyonunu etkileyebilir.
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IFNy promoterinin 6zii, Delesyon analiz galismalart ile tanimlanmistt (94,
95). —30 ve -100 bolgeleri yiiksek derecede korunmus oldugu ve proteinlerle
kompleks yapabilen iki alt bolge icerdigi, ayrica proksimal alt bolgenin (-48 ¢ e-73
den) IL-2 promoterine giiglii homoloji gosterdigi c¢alismalarda gosterildi (96).
Transkripsiyonu aktive edici faktor—2 (ATF-2), c-Jun heterodimeri ve c-Jun
homodimerlerini aktive ederek bu homolog elementlere (NF-IL2) baglanarak IFNy
transkripsiyonunun aktivasyonuna katiliyorlardi. Tersine, siklik AMP cevap elementi
baglanma proteini (CREB) NF-IL2’ ye baglanarak bu transkripsiyonu inhibe eder.
Distal alt bolgesi (-80 e -96 dan) ThI\Th2 farklilasmasinda kritik rol oynayan
GATA-3 faktoriine baglanir. Bununla birlikte, proksimal bolge, hiicre tipleri
arasinda DNA baglanma profilindeki farklar1 incelemek i¢in bir ara¢ olarak
kullanilmisti. Fare Thl ve Th2 hiicre siralarindan niikleer ekstreler kiyaslandigi
zaman olugsan komplekslerde niteliksel farklar goézlenmisti. Bir miktar farkl
kompleksler belirlenmesine ragmen belirli kompleksler Th1 niikleer ekstrelerinde ve
digerleride Th2 ekstrelerinde daha yaygindir (97). Bu sonuglar gosteriyor ki
Yardimer T hiicre farklilasmasinda bu bolge dnemlidir. Boylece IFNy genindeki
polimorfik boélgelerin varligin1 arastirmak daha ilgi cekici oldu 6zellikle immiin
cevabin baglamasinda bu sitokinin roliiniin kritik olmasi diigiindiiriictidiir.

Kaminuma ve ark. (98)’ larmin yaptiklar1 bir ¢alismada IFNy -183 G/T
polimorfizminin fonksiyonel oneme sahip oldugunu gosteren kanitlar var (98).
STAT4 transkripsiyon faktoriiniin IFNy promoter aktivitesini arttirdigi fakat GATA—
3 tarafindan gen transkripsiyon diizeyinde downregiile edildigi raporlanmisti. IFNy
promoterindaki STAT4 ve GATA-3’ iin bu etkileri -172 ile -257 arasindaki bolgeleri
cevreleyen bolgenin ¢ikarilma yoluyla kaybedildigi kanitlandi (98).

Barbulescu ve ark. (99)’ nin yaptiklar1 bir ¢alismada -183 ile —196 arasindaki
bolgenin Transkripsiyonu aktive edici faktor—1 (AP—1) ‘in baglanma boélgesi oldugu
gosterilmis (99). Bizim ¢alistigimiz -183 bu bolgenin iginde bulunmakta ve bu
bolgede olabilecek bir niikleotid degisimi AP—1 domainine baglanmayr ve T
hiicrelerinin ~ promoter aktivitesini  degistirebilir ki buda IFNy geninin
transkripsiyonunu ve {retimini etkileyebilir boylece patojenlere konak immiin
cevabini da degistirebilir. Yine Barbulescu ve ark. nin yaptigi bu ¢alismada IFNy gen
promoter bolgesinin 155 bp upstreaminda lokalize olmus diger polimorfizm T hiicre
bolgesini aktive eden niikleer faktor (NFAT bolgesi 168 taaacgcgaaa—160 ) e
yakindir ve bu bélgenin stabilitesini etkileyebilir(99).

Calismamizda IFNy promoter bolgesinde yani  Transkripsiyonun
baslamasindan -183 pozisyonunda G den T ye ve — 155 pozisyonda A dan G ye
degisim gosteren iki Tek Niikleotid degisimine Tiirk toplumundaki hastalarda baktik.
Alellik frekanslar — 183 de 1 (G) ve 0 (T) ve -155 de 1 (A) ve 0 (G) olarak
bulundu.

Antalya ve istanbuldan toplanan sirasiyla 82 ve 83 kisilik toplamda 165 TB
hastalarinin hepsinde -183 bdlgeleri Avall enzimi ile kesim yapildiginda tiim
hepsinde 156 ve 175 bp’ lik iki bant goriildii. Tiim hastalar -183 G/G genotiplerine
sahiptiler. Ayn1 sekilde 81 kontrol yine ayni1 promoter bdlgesi i¢in ¢alisildiginda tiim
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kontrollerinde hastalarda oldugu gibi -183 G/G genotipine sahip olduklar1
amplifikasyon iiriinlin kesilerek 156 ve 175 bp lik iki bant vermesi ile ortaya ¢ikti.
Sudan populasyonunda Chevillard ve ark. (4)’ nin yaptig1 ¢alismada ayni bolge igin
82 drnegin 70 tanesi -183 G/G ve 12 taneside -183 G/T genotiplerine sahip olduklar1
goriilmiis. Ayn1 populasyonda alelik frekanslarina bakilinca 0.927 (G) ve 0.073 (T)
frekanslar1 ¢cikmis (4). Chevillard ve ark. (4) ¢ nin yaptiklar1 ¢alismanin bizimkinden
fark1 onlarda 0.073 gibi ¢ok diigiik bir orandada olsa T alel frekansi toplumlarinda
rastlanilmis Tiirk toplumunda bu frekans bizim yaptigimiz calismada 0 olarak
bulundu. Hem Sudan hem Tiirk toplumunda -183 T/T genotpine sahip hig¢ bir bireye
rastlanilmamasi her iki ¢calismanin ortak olan yaniyd.

—155 Bolgesi Alul enzimi ile kesim yapildig1 zaman -155 A/A genotipli olan
normal bireyler i¢in 331 bp’ lik tek bir bant ile kesim gostermeyecek, polimorfik
olan -155 G/G genotipli bireylerde 147 ve 184 bp’ lik iki bant vercektir. Heterezigot
olan -155A/G genotipli bireylerin ise kesim reaksiyonlar1 331,147 ve 184 bp’ lik ii¢
bant verecektir. —155 promoter bolgesi icinde Antalya’ dan 93, Istanbul’ dan 95
hastayla toplamda 188 hasta ¢alisildi. Hastalarin hi¢ birinde kesim goriillmedi. Tiim
bireyler -155 A/A genotipine sahiptiler. Sudan populasyonunda Chevillard ve ark.
(4)’ nin yaptig1 ¢alismada ayni bolge icin 88 Ornegin 84 tanesi —155 A/A ve 4
taneside  —155 A/G genotiplerine sahip olduklari goriilmiis. Ayn1 populasyonda
alelik frekanslarmma bakilinca 0.977 (A) ve 0.023 (G) frekanslart ¢ikmig(4).
Chevillard ve ark. (4) ° nin yaptiklar1 ¢alismanin bizimkinden farki onlarda 0.023
gibi ¢ok diisiik bir orandada olsa G alel frekansi toplumlarinda rastlanilmis Tiirk
toplumunda bu frekans bizim yaptigimiz ¢aligmada 0 olarak bulundu. Hem Sudan
hem Tiirk toplumunda -155 G/G genotipine sahip mutant alel tasiyan hig¢ bir bireye
rastlanilmamasi her iki ¢caligmanin ortak olan yaniyd.

Bizim bu ¢alismamiz gdsteriyor ki baktigimiz IFNy promoter polimorfizmleri
Tiirk toplumunda polimorfik degildir. Tabi ki -155A/G polimorfizmine yonelik Alul
enzimi ile yaptigimiz kesim reaksiyonu sonucu hi¢ kesim goriilmemis olmas1 her ne
kadar hasta ve saglikli bireyleri yabanil 1rk olarak diisiindiirsede enzimin ¢alismamis
olma ihtimalini g6z ard1 edemeyiz.
Bu calismamizin ardindan yine bir¢ok calismada TB ° e yatkinlikta rolii olugu
bahsedilen P2X7 1513 A—C polimorfizmini TB’ li hastalar ve saglikli kontrollerde
calistik.

P2X7 reseptorleri biiyiilk oranda makrofajlarda ekspresse edilmekte(76, 87).
Katyon kanallarinin agilip Ca ++ girisine sebep olarak kaspas kaskadini aktive eder
ve boylece apoptosise sebep olur (100, 101). P2X7 geni insanda yiiksek derecede
polimorfiktir ve bir kag SNP’ leri tanimlandi(102)

1513A—C, en yaygin olan polimorfizmdir ki bu polimorfizm P2X7 nin C
terminalinde bulunan 496 pozisyonundaki Glutamik asitten alanin amino asidine
degisime neden olur (87). Bu aminoasit degisimi bir¢ok hiicredeki katyon gegisini,
makrofajlardan IL-1p , IL-18 ve Matrix Metalloproteinaz (MMP9) salinimini ve
lenfositlerden CD62L ve CD23 iin olusumunuda i¢eren birgcok P2X7 fonksiyonunu
etkiler (87, 90, 103—-107). Farkli ¢alismalarda gosterilmis ki homozigot C aleli (C/C)
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bu bireylerde ATP uyarimi ile Mikobakteri Oliimiinii engelleyerek P2X7
fonksiyonlariin neredeyse tamamen kaybina yol agar (108—110).

P.Nino-Moreno ve ark.(111) Calismalarinda P2X7 geninin 13.eksonunda
Glu496Ala SNP’ ni Akciger TB li hastalarda belirgin olarak gosterdiler. Bu ¢alisma
bu reseptoriin bir genetik polimorfizminin Tiberkiiloz la iliskisini gosteren ilk
calismadir ve Bu polimorfizm Tiiberkiiloza yatkinlig1 arttirir. Bu reseptor
infeksiyonun patogenezinde 6nemli rol oynar(111). P2X7 Glu497Ala mutasyonu bu
kanalin fonksiyonunu etkiledigi ve bu polimorfizm homozigot durumdayken P2x7
fonksiyonunun neredeyse tamaen kaybina yol agtigi daha once tanmimlanmisti (90,
112). Gambian populasyonunda bu polimorfizmin TB ile iliskisinin olmadig
bulunmus(7)

Suran L. Fernando ve ark. (3)’ nmin yaptiklari calismada P2X7 AI1513C
polimorfizminin reseptor fonksiyon kaybina yol actigi bulundu ve Akcigerdist
Tiiberkiiloza yatkinlikta rolii olabilir dendi (3)

Bizim ¢aligmamizda toplamda 139 Tiiberkiiloz hastasi ve 118 saglikli kontrol
calisttk ve sonucta buradaki hastalarin 89 tanesi 1513AA genotipinde 7 tanesi
1513CC genotipinde ve 43 taneside 1513AC genotipinde bulundu. P.Nino-Moreno
ve ark (111)’ nin yaptiklari ¢aligmada ¢ikan hasta frekanslari bizim hastalarimizin
frekanst olduk¢a yakindi. Kontrol grubumuzda 118 saglikli kontroliimiiziin 85 tanesi
1513AA genotipinde, 6 tanesi 1513CC genotipine ve 27 taneside 1513AC genotipine
sahip olarak bulundu. Yine P.Nino-Moreno ve ark. (111)’ larinin yaptiklar
calismayla kiyaslarsak saglikli kontrollerde normal ve heterezigot bireylerin frekansi
birbirlerine olduk¢a yakinken mutant 1513CC bireylerin sayisinda ii¢ kat fark dikkat
cekiyordu. Hasta bireylerde ise daha dnce yapilmis bu ¢alisma ile arasinda belirgin
bir fark yoktu. Caligmamizin sonucu P2X7 genindeki Glu496Ala degisimine sebep
olan A1513C polimorfizmine bizim toplumuzda hem saglikli hemde Tiiberkiiloz
hastas1 olan bireylerde rastlanilmig fakat saglikli kontrollerdeki sonuglariyla TB
hastalarinin sonuglar1 birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in bu polimorfizmin Tiiberkiiloz
hastaligina yatkinlik ya da diren¢ olusturduguna yonelik bir sonuca varamayiz. Eger
bu polimorfizmle ilgili daha genis bir tarama yapilabilirse sonuglarin degisebilecegi
diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglart sdylece 6zetlenebilir:

1.

IFNy promoter -155 degisimi i¢in birimimizde yaptigimiz ¢alismada hasta
ve kontrollerde hi¢ polimorfik bireye rastlamadik. Ve buradanda su sonuca
varabiliriz ki; IFNy promoter -155 A/G polimorfizmi bizim toplumumuzda
bulunamamistir. Ama yinede tartisma boliimiinde belirttigimiz gibi
restriksiyon enziminin ¢alismamis olma ihtimalini bu polimorfizm i¢in gz
ard1 edemeyiz.

IFNy promoter -183 degisimi i¢in birimimizde yaptigimiz ¢alismada hasta
ve kontrollerde -155 degisiminde oldugu gibi hi¢ polimorfik bireye
rastlamadik ve boylece su sonuca varabiliriz ki; IFNy promoter -183 G/T
polimorfizmi  acisindan  bizim  toplumumuzda polimorfik  birey
bulunamamustir.

P2X7 genindeki Glu496Ala degisimine sebep olan A1513C
polimorfizmine bizim toplumuzda hem saglikli hemde Tiiberkiiloz hastasi
olan bireylerde rastlanilmis fakat saglikli kontrollerdeki sonuglariyla TB
hastalarinin sonuglar1 birbirine ¢ok yakin oldugu icin bu polimorfizmin
Tiiberkiiloz hastaligina yatkinlik ya da direng olusturduguna yonelik bir
sonuca varamayiz. Eger bu polimorfizmle ilgili daha genis bir tarama
yapilabilirse sonuglarin degisebilecegi diislincesindeyiz.
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