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1. ONSOZ

Tum asistanlik siirem boyunca yardimlarim esirgemeyen Temel Bilimler ve
Anabilim Dah Bagkanimiz sayin Prof. Dr. A. Enes DALKILIC basta olmak iizere, bu
¢ahiymanin hazirlanmasinda her konuda biiyiik destek ve 6zverilerde bulunarak canla basla
calisan tez yoneticim sayin Deg. Dr. Mustafa BERKTAS a, asistanlhik egitimimde
katkilart bulunan saymm Yrd. Do¢. Dr. Hamza BOZKURT’a ve Uz. Dr. Tevfik
YAVUZ’a, caliymamdaki ELISA deneylerinde yardimei olan sayin Bio. Safak ANDIC’e.
serumlarin toplanmasinda biiylik gayret gdsteren Van Verem Savas Dispanseri personeline.
fakiiltemizdeki Gogiis Hastaliklart boliimiindeki asistanlara ve laboratuvarimizdaki tiim
galigma arkadaglarim ile saymn Hikmet SOYLERe tesekkiirlerimi bildirmeyi bir bor¢

bilirim.

Dr.Hiiseyin GUDUCUOGLU
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2. OZET

Bu ¢alisma aktif tiiberkiilozlu hastalarda, hastalarin klinik seyri sirasinda hiicresel
immunite gostergeleri olan sitokinlerin nasil bir degisim gosterdigini incelemek amaciyla

planlanmugtir.
Bu nedenle 18 aktif tiiberkiiloz hastasindan, tedavinin basinda ve iki aylik siire

sonunda, kan Ornekleri alinarak, ELISA yontemiyle serumlarinda IL-2 ve IFN-y
seviyelerine bakilmistir.

Yapilan aragtirma sonucunda; hastalardan tedavi o&ncesi almman ilk serum
Orneklerinde IL-2’nin 15-980 pg/ml, ikinci serum 6rneklerinde ise 15-490 pg/ml arasinda
oldugu, IFN-y i¢in ilk serumlarda 15-22,2 pg/ml, ikinci serumlarda ise 15-28.5 pg/ml
arasinda oldugu saptanmustir.

Bu sonuglara gore, iki sitokinden IFN-y’nin tedavi 6ncesi ve iki aylik tedavi
sonrasi Olgiilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>
0.05), IL-2 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.01).

Aktif tiiberkiilozlu hastalarda IL-2 seviyelerinde tedavinin ikinci ayinda alinan
degerlerin, tedavi Oncesi degerlere gore bariz olarak azaldigi; fakat IFN-y seviyesinde,
tedavi Oncesi ve iki aylik tedavi sonrasinda anlamli bir degisikligin olmadig1 sonucuna

varilmigtir.



Jols U Likw sl 8

BOUARTASTO

3. SUMMARY

This study was planned in order to investigate the change of the cytokines, which
are signs of cell mediated immunity, during the clinical course of active tuberculosis.

For this purpose, blood samples were drawn from 18 patients with active
tuberculosis at the therapy beginning and two months after therapy and the IL-2 and IFN-y
levels were evaluated with the ELISA method.

In the result of the study, IL-2 levels in pre-treatment serum samples of the
patients was found to be 15-980 pg/ml, and in second serum samples 15-490
pg/ml; IFN-y in pre-treatment serum samples 15-22.2 pg/ml and in second serum
samples 15-28.5 pg/ml.

The cytokine IFN-y didn’t change statistically (p>0.05) before therapy and after
two months of therapy, but the other investigated cytokine IL-2 changed statistically
considerably (p<0.01). |

In conclusion, IL-2 levels of patients with active tuberculosis decreased

significantly after two months of therapy, but the levels of IFN-y didn’t change.



4. GIRIS VE AMAC

Tiberkiiloz (tb) bugiin hala diinyada hayat1 tehdit eden en 6nemli bakteri
hastaligidir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) ile Tiiberkiiloz ve Akciger Hastaliklan
Uluslararast Federasyonu (IUATLD)’nun saptamalarina gore, ¢ogu iigiincii diinya
tilkelerinde olmak {izere diinyada yaklagik bir milyar yediyiiz milyon kisi Mycobacterium
tuberculosis (M. tb) ile enfektedir (1).

Basili tagiyanlarin 20 milyonu aktif tb’ludur. Bunlann yilda {i¢ milyondan fazlasi
6lmektedir. Her y1l sekiz milyon yeni tb vakasi ortaya ¢ikmaktadir ve bunlarin {i¢ milyonu
bulastiricidir. Cografi dagilim diizensizdir; en yiiksek hasta sayis1 Asya’da bulunmaktadir.
Tiiberkiiloz tlim diinyada tek basina dliime neden olan hastaliklarin baginda gelmektedir.
Bazi Avrupa iilkelerinde, son yillarda tb vakalanmin arttigi goriilmektedir. Tb
enfeksiyonlarina karsi savunmasiz bir viicut yapisina sahip olan HIV viriisii tastyan
insanlarin sayisindaki artis ve tb vakalarinin yogun ilag tedavisine zor cevap vermesi, bu
vakalarin yayilmasina sebebiyet vermektedir. 1882 yilinda Koch tarafindan tb’un sebebinin
agtklanmasindan beri hastalik en 6nemli saglik problemi olarak kalmaya ve diinyanin en
¢ok zarar gordiigli hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir (2).

Bu yiizyithn ikinci yansinda kemoterapi etkisiyle endiistrilesmis iilkelerde tb
morbidite ve mortalitesinde anlamli bir diigiis olmustur (1,3).

1994°de DSO, ii¢ milyondan fazla yeni tb olgusu bildirmis olup olgularin dértte biri
Asya ve Afrika kokenlidir. DSO’ne gore tb hastalarinin %95°i gelismekte olan iilkelerde
goriilmektedir. DSO, tb’u “diinya ¢apinda acil durum’ olarak ilan etmistir; gelecek 10
yilda 30 milyondan ¢ok insanin tb’dan 6lecegi tahmin edilmektedir (1).

Tb ve HIV’1n birlikte goriilmesi, baz: iilkelerde tb insidansinda belirgin artisa neden
olmustur. Bagisiklik sistemini bozma yeteneginden dolayi HIV, tb infeksiyonunun
hastaliga doniismesinde belirgin bir risk faktériidiir. Diinyada (¢ogu Afrikada olmak iizere)
bes milyon insanin HIV+M.tb ile infekte oldugu hesaplanmistir(1). HIV-pozitif ve
tiiberkiilin-pozitif olan kigilerin aktif hastalik gelistirme riskinin yilda % 7-10, HIV negatif
tb’lularda ise hayat boyu % 5-10 oldugu saptanmistir. Nozokomiyal salginlardaki olgularin
% 80’inden fazlasi HIV ile infekte kisilerdir (1).

Tb’de yeni korku, gogul direngli (MDR) M.tb olmustur. Bu suslar rifampin ve
izoniazid (INH)’e direnglidir. Tb’de HIV ile birlikte ¢ogul ilag direnci gériilmemistir. Daha
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onceden MDR-tb yavas ilerleyici, genellikle akcigerle simirli iken, HIV’® li kisilerde
sistemik, zor tedavi edilebilen ve erken mortalite gésteren bir sekildedir (1).

Uygunsuz antitiiberkiiloz ilag kullammina baghh olarak MDR-tb salginlari
bildirilmistir. MDR-tb prevalansi, standardize edilmis kemoterapi rejimlerinin
kullanilmadig iilkelerde daha yiiksektir. Tb programinin iyi ve etkili uygulandig: tilkelerde
yeni hastalar arasindaki MDR prevalanst % 1’in altindadir (1)

Diren¢ olusumunun engellenmesinde birinci kosul, hastalarin diizenli ilag
almalarin1 saglamaktir (1).

Bu medikal problemin siddetine ragmen, M.tb ajanlarina kargi immiin koruyucu
mekanizma insanlarda tam olarak agiklanamamistir. Hayvan modellerinde M.tb’a bagh
ajanlara karsi, koruyucu immiin savunma, acilen CD4+ T lenfositlerinden sitokinlerin
tiretimi ve aktive makrofajlarla hiicre i¢i mikobakterilerin oldiiriilmesidir. Tiiberkiilozda
viicut savunmasinda ¢ok yaygin bir antikor yaniti olusmaktadir, ama bunun konakg¢ida
herhangi bir yararinin olmadig: goriilmiistiir (4,5).

Caligma, alinan cesitli énlemler ve teknolojik gelismelere uygun olarak bir ara
insidansinda belirgin azalma gézlenen tb enfeksiyonlarmin giderek daha fazla 6nem
kazanmaya baglamasi nedeniyle bu infeksiyonlarin seyrinde hiicresel immunitenin roliiniin

arastirilmasi amaciyla planlanmigtir.



5. GENEL BILGILER

Tb hastalipn giiniimiizde o kadar ilerlemistir ki, neredeyse kontrol edilemez hale
gelmistir. Infeksiyonun yayginligi, mikroorganizmanmin konak savunmasindan kagarak,
makrofajlara girip hiicre i¢inde yasamasindan ileri gelir. HeLa hiicrelerini istila edebilmesi
dikkate alimirsa M.tb’un memeli hiicrelerine girebilmesi i¢in sadece bakteriyel faktorlerin
yeterli oldugu anlagilmaktadir (6-8).

Genus i¢inde yeralan bakterilerin, boyanma karakterleri, en belirgin 6zelliklerinden
birisidir. Hiicre duvar yapilarinda bol miktarda lipid bulundugu i¢in, boyay1 zor alirlar;
ancak bir defa boyandiklarinda boyay:1 kolay kolay birakmaz ve asit-alkol karigimi ile
yapilan dekolorizasyona direng gosterirler. Bu nedenle aside direngli bakteriler (ARB)
olarak anilirlar. Bakteri kolonisinden hazirlanan preparatlarda siklikla graniiler veya
boncuk dizisi seklinde, diizensiz boyanmis olarak goriiliirler. Bazi tiirler ise aside
duyarlidir. M.tb, silindir seklinde, uglan yuvarlak, 0.3-0.6 pm. boyunda, diiz veya hafif
kivrik, ince bir basildir. Eski kiiltiirlerden ve kaze6z lenf bezlerinden yapilan preparatlarda
dallanmis, flament6z veya kokoidal formda goriilebilir. Klinik 6rneklerde tek tek veya ikili
tiglii kiigtik gruplar halinde bulunur. M. bovis ise daha kalin ve kisadir. Bazen nokta gibi
graniillii, bazen uzun sekillerde goriiliir (9,10).

M.tb, hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir. Hiicre duvar yapisinin biiyiik boliimiinii
olusturan lipitlerin hidrofobik 6zelliginden dolayr bakteriyolojik boyalarla zor boyanirlar.
Yeni lezyonlardan ve geng kiiltiirlerden gram ile hazirlanan preparatlarda bazen ¢ok zayif
ve diizensiz olarak boyanabilirse de Mycobacterium(Myc)larin gram boyanma
Ozelliklerinden bahsedilemez. M. tb, aside ve alkole direngli bir bakteridir (11).

Laboratuvara getirilen materyal asit-fast boyasi ile boyanmaktadir. Pozitif
sonu¢larin degerlendirilmesi igin karbolfuksin boyasin1 (Ziehl-Neelsen veya kinyoun)
takiben yapilan auramine O boyasi en ¢ok kullamlan tekniktir. Bir ¢ok laboratuvar
mikobakteriyel hiicrenin konsantrasyonunu saglamak i¢in NaCl-NaOH ile balgam
orneginin dekontaminasyon ve sindirim islemini ger¢eklestirmektedirler. Bu iglemlerden
sonra sindirilmis balgam Ornegi sivi besiyerine ve Lowenstein-Jensen kiiltiirline veya
Middlebrook agara ekilebilmektedir. Stvi kiiltiirlerinde BACTEC 460 cihazi, Septi-Check
veya MGIT kiiltiir sistemleri kullanilabilmektedir (11).



Bakteri hiicre duvanindaki yiiksek konsantrasyondaki lipid orami, giiglii asit ve

alkali soliisyonlarina kars1 bakteriyi 6rnekteki diger patojenlere karsi daha rezistan hale

getirmektedir (11).

5.1. M. tuberculosis’ in Hiicre Yapisi

5.1.1. Sitoplazmik Zar: Elektron Mikroskopi (EM) ¢aligmalar stoplazmik
zarin iki elektron yogun tabaka ve arada transparan bir bolge goriintiisii ile klasik iki
tabakal (bilayer) stoplazmik zar goriiniimiine benzerlik gosterdigi ortaya koymaktadir.
Sitoplazmik zarin iki tabakasinin simetrik olmadigi, digtaki elektron yogun tabakanin daha
kalin oldugu gozlemlenmistir. Bu kalinligin karbonhidratlar, muhtemelen fosfatidil
inozitol, mannozitler ve lipoarabinomannan molekiillerine bagh oldugu diisiiniilmektedir.
Sitoplazmik zarmn lipit yapisinda; kardiolipin, fosfatidiletanolamin; tri-, tetra-, penta-,

acillenmis monofosfoinositollerin bulundugu gosterilmistir (12).

5.1.2. Bakteri Hiicre Duvar: Duvar yapisinin ana iskeletini peptidoglikan
tabaka olusturmaktadir. Bu yapiya arabinogalakton molekiilleri fosfodiester baglan ile
baglanmakta, ucunda da mikolik asitler yer almaktadir. Mikolik asitler ise degisik lipit,
glikolipit ve bazi proteinler ile sonlanmaktadir. Ayrica Paul Beveridge’ye gore(1992);
duvar yapisi, en igte bir elektron yogun tabaka, ortada elektron transparan tabaka, en digta
elektron opak tabaka igerir (12).

5.1.2.1. Elektron yogun tabaka: Bu tabaka en igte yer alir ve temel

yapis1 peptidoglikandir. Bu yapida N-asetil glikozamin(NAGA) ve N-asetilmuramik
(NAMA) asitler, beta 1-4 baglan ile baglanarak temel yapiy1 olustururlar. Myc’da N-asetil
muramik asit yerine N-glikolil muramik asit (NGMA) yer alir. Glikolil yapisi nedeniyle
bakteri lizozoma direnglidir. Peptidoglikan yapisinin tetrapeptid yan zincirinin 3.
pozisyonunda diaminopimelik asit (DAP) yer alir. DAP’in karboksil grubunun metal
iyonlarin1 bagladig: ve elektron yogunlugun bu yapi ile ilgili oldugu diigiiniilmektedir (12).
Myc’lerin antijen yapilarindan biri de 65 kDa antijeni olup bu protein 1s1 ve sok
proteinlerinden biridir. Hayvanlarda geg tip asir1 duyarlihiga neden olmaktadir. Otoimmiin
hastaliklarda da rol oynamaktadir. Bu otoimmun yanit insan doku antijenleri ile ¢apraz

reaksiyon vermesinden kaynaklanmaktadir (12).



Peptidoglikana bagl olarak ¢esitli aminoasitler yer alir. Bu aminoasitlerin oraninin
%]15’ler dolayinda oldugu ortaya konmustur. Egemen olan aminoasit poly-alfa-I-
glutamate’dir. Peptidoglikana kovalent bagla baglanir. Bu aminoasidin inkliizyon cismi
olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir. Deterjan ve bir ¢ok solventte ¢6ziinmez. Duvar
yapisinda yer alan proteinler nedeniyle, hiicre duvarna etkili olabilmek igin &nce
proteazlar ile islem gerekir. Ayrca triflorometanosulfanik asit glikozit baglarina selektif

olarak etkilidir (12).

5.1.2.2. Elektron transparan tabaka: Orta tabakadir. Arabino-
galaktonmikolat molekiillerinden olugur. Hiicre duvar kiitlesinin % 35’ini olusturur.
Koruyucu bariyer gorevi goriir. Gii¢lii hidrofobiktir. Bu 6zelligi nedeniyle suda eriyen
boyalar penetre olamaz, ayrica elektron mikroskopta kullanilan boyalar ile de boyanmadig1
icin elektron transparan olarak goriiliir. Kuvvetle immunojendir. Esnek molekiiler yapilari
nedeniyle bakterinin gerek immunojen gerekse de porin yapisinda yer alarak Gnemli
6zellik kazandirdig: kabul edilmektedir. Mikolatin ayrilmasi durumunda peptidoglikan ve
arabinogalakton gilimiis ile boyanabilir, ¢iinkii mikolat, boyanin arabinogalaktona

ulagmasina engel olur (12).

5.1.2.3. Elektron opak tabaka: Kalinlik ve elektron dansite y6niinden
farklilik gosterebilir. Fibriler, graniiler veya homojen yapida olabilir. Bu durum, hazirlama
ve boyama yontemleri, iireme kogullari veya tiir farkina bagli olabilir. Dis tabakanin
yapisinda temel elemanin mikolik asit oldugu bilinmektedir. Mikolik asitler, yiiksek
molekiil agirlikli alfa-alkil, beta-hidroksi yag asitleridir. R1 ve R2 olarak iki 6nemli
radikali vardir. R1, 22-24 karbonlu ve linear yapidadir. R2 ise ortalama 60 karbonlu
kompleks bir yap1 gosterir (12).
Mikobakteriyel mikolik asitler, 70-90 karbonlu olan en biiyitk mikolik asitlerdir.
Yan zincirleri 20-24 karbonlu olup en uzun yan zincirlerdir. Ana iskeletten metil dallari ile
aynlir ve ansatiire kisimlar1 vardir. Hidrokarbon zincirlerinin birbirine parelel olarak
yerlestigi ve metil uglarmin hiicre yiizeyine dogru uzandigs kabul edilmektedir. Bu
yapilanma bakterinin hidrofobik 6zelligini, ayrica stabilize edici bir ajan olmadan sivi

ortamda kiimelenme, diger bir deyisle, graniiler tireme $zelliklerini agiklamaktadir (12).

; T.6. YDRSEKDERETIN LunuLy
DOKUMAKTASYON MERKEZI



Hiicre zarfinda yer alan 2. biiyiik ve 6nemli molekiil lipoarabinomannan (LAM)dir.
M. tb ve Mycobacterium lepra’nin 6nemli antijenlerindendir. Antijenik 6zelligi, arabinoz
iinitelerinin sagladig1 gosterilmistir. LAM’1n varligi M.tb’de bir virulans faktorii olarak
kabul edilmemektedir. Ancak konak immiin yamtinda dnemli oldugu, ¢iinkii makrofajda

bakterinin yasamin siirdiirmesine yardimci oldugu kabul edilmektedir (12,14,15).

5.1.3. Lipitler: Mycobacterium’lanin pekgok ozellikli komponentleri
arasinda, lipitlerin diger bakteriler ile kiyaslandiginda ayr1 bir yeri oldugu goriiliir. Myc’lar
yiiksek oranda lipit igermektedir ve doku proteazlarina karsi direnglidirler. Aside
direngliligi onu proteolitik enzimlerden korumaktadir. Baglica lipitleri; mikolik asit,

balmumu, fosfolipitler, trehalozlar, glikolipitler, lipoglikan ve lipoproteinlerdir (12,14).

5.1.4. Trehalozlar:
5.1.4.1. Kord faktorii: Trehaloz-6-6’-dimikolat yapisindadir. Kord
faktorii ile ilgili gesitli biyolojik aktiviteler tanimlanmugtir. Tiiberkiiloza kars1 bagisikligin,
basilin riboniikleik asidi (RNA) ile meydana geldigi, asir1 duyarhiligin ise tiiberkiilo-protein
antijeni ile gelistigi gosterilmistir. Bunlarin ¢ogu sitokin salimimina bagl olaylardir.
Baslicalar; sistemik toksisite, makrofaj kemotaktik faktorlerin salinimi, 16kosit migrasyon

inhibisyonu olarak siralanabilir (12,16,17).

5.1.4.2. Sulfolipitler: Virulans derecesi ve sulfolipit arasindaki iligkinin,
fagosom aktivasyonunu inhibe ederek bakterinin intraselliiler yasamim stirdiirmesine

katkida bulundugu séylenebilir (12).

5.1.4.3. Mikolipenik asit: Sadece virulan suslar tarafindan olusturulur.
Lokosit migrasyonunu énemli oranda azalur. Cok dalli yapisi nedeniyle esterlerin hidrolizi

giictiir, bu nedenle bakteri, konagin katabolizmasindan korunur (12).

5.1.4.4. Lipoglikanlar: Lipit tasiyicis1 olarak islev gorerek uzun zincirli

yag asitlerinin sentezine olanak saglar (12).



5.1.5. Glikolipitler:
5.1.5.1. Lipooligosakkaritler:  Lipooligosakkaritler, serovarlarin

dominant epitoplarim olusurur ve 6nemli yiizey antijenleridir. M. smegmatis ve M.

kansasii’ de tam olarak tanimlanmistir (12).

5.1.5.2. Fenolikglikolipitler: Glikozil iiniteleri, Myc’lara tiir ve antijenik

6zelligini verirler (12).

5.1.5.3. Polar glikopeptidolipitler: Mikosit C yapisindadir. Kisa bir

oligosakkarit molekiilii haptenik 6zelligini saglar. M. avium’da iyi tammlanmistir (12).

5.1.6. Protein ve antijenler: Purified Protein Derivative (PPD), hiicre
duvarinda proteinlerde yer almaktadir. Bir takim Onemli iglevleri vardir. Baghcalari; hiicre
boliinmesinde rol alan enzimler ve duvar polimerlerinin sentezinde yer almak, atiklarin
hiicre duvarindan gecisinde rol oynamak, porinleri olusturmak ve antijenik &zellik

saglamak olarak 6zetlenebilir (12).

5.2. Mycobacteriun’larin Smiflandirilmasi
Giintimiizde tiiberkiilozu simflandirabilmek i¢in bir gok yontem diigtiniilmiis olup.
bunlardan biri, insanda olusturdugu hastaligin tiirii ve siddetine gore, digeri ise kiiltiirde
tireme 6zelliklerine gére yapilan simiflandirmadir.
Bunlardan Runyon’un smiflandirmasi Myc’larin besiyerinde 1s1ikta ve karanlikta

tiremelerine ve hizlarina gére yapilmistir (11).

Tablo 5.1. Mycobacterium’larim Runyon’a gore klasifikasyonu.
RUNYON’un klasifikasyon semasi:

Grup I - Fotokromojenler : Isiga gereksinim duyar ve sar renkte koloni olustururlar.

Grup II- Skotokromojenler: Isiga gereksinim duymaz ve kavuni¢i renkte koloni
olustururlar.

Grup III- Nonfotokromojenler: Biiyiimesi 1s1kla ilgili olmayanlar.

Grup IV- Hizh biiyiiyenler.
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Tiberkiiloz kompleksini olugturan Myc’lar ile diger Myc’larin grup igerikleri Tablo
5.2°de verilmistir (11).
Tablo 5.2. Mycobacterium’larda tasnif edilen baz: tiirler.

Tasnif Edilen Baz1 suslar:

Mpycobacterium tuberculosis kompleksi
M. tuberculosis
M. bovis
M. africanum
M. ulcerans
Fotokromojenler
M. kansasii
M. marinum
M. simiae
M. genevanse
M. asiaticum
Skotokromojenler
M. scrofulaceum
M. szulgai
M. xenopi
M. celatum
M. gordonae
M. flavescens
Nonfotokromojenler
M. avium/intracellulare complex
M. paratuberculosis
M. terrae-triviale
M. shimoidae
Hizh biiyiiyenler
M. fortuitum/chelonea complex

M. thermoresistible
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Tablo 5.3. Bazi Mycobacteriun’larm Ozellikleri.
Isim Pato-| Grubu Ozelligi
jenite
M.tuberculosis  [+++ Insan tiiberkiilozu sebebi, oldukga bulastirici
M bovis +++ S1gir ve insan tiiberkiiloz etkeni, avirulan suglar
BCG agisi igin kullaniimaktadir.
Mulcerans +++ Cilt enfeksiyonu ile iligkilidir.
M.africanum +++ M .bovis ile M. tuberculosis arasinda bir formdur.
M kansasii +++ |[-FC Nadir, pigmentsiz, skotokromojenik ve niacin +
M marinum +++ [I-FC M.balnei ve Mplatypeoclus ile iliskili cilt
enfeksiyonlar1 yapmaktadir.
M. simiae ++ [I-FC Fakiiltatif patojen, fotoreaktivitesi stabil degil,
niacin+
M genavense ++ Sadece siv1 kiiltiirlerde tirer. AIDS’li hastalarda
yaygin pulmoner hastaliktan sorumlu olabilir.
M. asiaticum ++ |I-FC M simiae benzer fakat antijenik olarak farklidir.
Mscrofulaceum |++ |II-SC M.marinum ile servikal adenit sebebi olabilir.
M szulgai +++ |25°CFC/ |Kronik pulmoner ve ekstra pulmoner hastalik ile
37°C SC iligkilidir,hticre duvarimn lipid kompozisyonu ile
ayrilr.
M xenopi ++ [III-NFC M.littorale , M xenopi gibi yavas bilyiir; en iyi
42°C°de
M.celatum + AIDS’li hastalarda solunum yolu
enfeksiyonundan sorumlu, M .xenopi ile benzer
M gordonae 0/+ |II-SC Genellikle insanlar igin patojenik,
M.thermo- + II-SC 52°C’de iirer. Potansiyel olarak patojen, yavas
Resistible biiyiir.
M.avium/intracel |+ + + {III-NFC Genellikle ilaca rezistan, siklikla AIDS’li
lulare complex hastalarda enfeksiyon sebebi.
M terrae Nadir | III-NFC M triviale ile iligkili olabilir.
M shimoidea + M terrae complexe benzer. Nadiren pulmoner
enfeksiyon yapar.
M. trivale 0/+ |II-NFC Atipik mycobacterium olarak adlandirilir.
M.malmoense +++ [III-NFC Yavas bilyiiyen mycobacteriumdur, genellikle
pulmoner hastalik etkenidir.
M. haemophilum |+ ++ | TII-NFC Immiinsiiprese ~ hastalarda  genellikle  cilt
enfeksiyonlarindan sorumludur.
M fortuitum + IV-RG Immiinsiiprese bir konakta hastalik yapabilir,
nozokomiyal hastalik sebebi olabilir.
M.cheloneae + IV-RG Genellikle deri enfeksiyonu yapabilir,
nozokomiyal enfeksiyon sebebi olabilir.

FC: Fotokromojen

SC: Skotokromojen NFC: Nonfotokromojen

RG: Hizli tireyen
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5.3. Mycobacterilerin Uretilmesinde Kullanilan Besiyerleri:

Tb bakterilerini tammlayabilmek igin onlar1 uygun besiyerlerinde liretmemiz

gerekmektedir. Bu amagla gesitli besiyerleri kullanilmaktadir. Bu besiyerleri soyle

smiflandirilabilir.

5.4. Non-selektif Mpycobacterium’larin izolasyonunda Kkullanilan

besiyerleri (11).

Besiyeri

igerik

Léwenstein-Jensen:

Petragnani:

American Thoracic Society Medium:
Middlebrook 7H10:

Middlebrook 7H11:

Koagiile tiim yumurta, tuz, gliserol, patates unu.
Koagiile tiim yumurta, yumurta sarisi, siit, patates,
patates unu, gliserol.

Koagiile taze yumurta sarisi, patates unu, gliserol.
Tuz, vitaminler, kofaktérler, oleik asit, albumin,
katalaz, gliserol, dekstroz.

Tuz, vitaminler, kofaktorler, oleik asit, albumin,

Katalaz, gliserol, %0.1 kazein hidrolizat.

5.5. Selektif Mycobacterium’larim  izolasyonunda  kullanilan

besiyerleri(11).

Besiyeri

icerik

Modifiye Lowenstein-Jensen:

Lowenstein-Jensen:
Middlebrook 7H10:

Selektif 7H11(Mitchison’s medium): Tuz, vitaminler, kofaktérler, oleik asit, albumin,

Koagiile tiim yumurta; tuz, gliserol, patates unu,
RNA-5mg/100ml.

Koagiile tiim yumurta, tuz, gliserol, patates unu.
Tuz, vitaminler, kofaktérler, oleik asit, albumin,

katalaz, gliserol, glukoz.

katalaz, gliserol, glukoz, kazeinhidrolizat.




5.4. Mycobacterium’larin Mikroskobik Incelenmesinde Kullanilan Boyama

Yontemleri:
Bu besiyerlerinde iiretilen Mycobacterium’larin mikroskopta incelenmesi
amaciyla gesitli boyama yontemleri kullamlabilir. Bunlar arasinda 6nemli 3 yontem;
1. Ziehl-Neelson
2. Soguk Kinyoun

3. Auramine Flurochrome olarak verilebilir (11).
5.4.1. Ziehl-Neelson Boyama Yontemi:

Kullanilan boyalar:
a) Karbolfuksin = 10 ml %90-95° lik etanolde 3 gr bazik fuksin ¢6ziiniir. Fenoliin

%y5’lik siv1 soliisyonundan 90 ml eklenir.

b)Asit alkol = 97 ml’lik %90-95°1ik etanole yavasga 3 ml’lik konsantre HCI eklenir.

Soliisyon gayet sicak olmali.

c)Ters boya igin metilen mavisi = 100 ml distile suda, 0.3 gr metilen mavisi ¢oziiliir.

Bovamanin vapihsi: Havada kurutulan smear sicakta fikse edilir ve iizerine 5-7

damla karbolfuksin eriyiginden damlatilir, fakat boya kurumamalidir. Alttan isitilirken
boyadan gaz ¢ikisi devam etmeli fakat kaynamamaya 6zen gosterilmelidir. Daha sonra 2
dakika asit-alkol ile dekolorize edilir. Bundan sonra zit boya olarak zemini boyamak i¢in
1-2 dakika metilen mavisi ile muamele edilir. Havada kurutulup, mikroskopta 100 X

immersiyon objektifiyle incelenir (11).

5.4.2. Soguk Kinyoun Boyasi: Bu boyama yontemi, Ziehl-Neelson boyama
yontemi ile benzer boyalar igerir. Farkl olarak; karbol fuksin boyasinda, %90-95 lik
etanoliin 20 ml’sine 4 gr bazik fuksin katilmaktadir. Fenoliin %9’luk siv1 soliisyonundan

100 m! eklenir (11).

Boyamanin _yapilisi: Bu boyama yonteminde, boya preparat {izerine
dokiildiiglinde 1sitmadan 5 dakika siireyle kendi haline birakilir. Boya alttan 1sitilmaz (11).

1 1.0, YOUSEKOBRETIM HURGLD
nnxiimaNTASYON MEREEZI



5.4.3. Auramine Fluorochrome boyasi:

Kullanilan boyalar:

a) Fenolik auramin = %90-95’lik etanoliin 10 ml’sinde 0.1 gr auramine O eritilir. 87
ml’lik distile sudaki 3 gr’lik fenol sollisyonu eklenir. Kahverengi bir kutuda boya saklanir.

b) Asit-alkol = %70’lik alkoliin 100 ml’sine 0.5 ml konsantre alkol eklenir.

¢) Potasyum permanganat = 100 ml’lik distile suda, 0.5 gr potasyum permanganat

eritilir,

Boyamanin yapihsi: Isiyla tespit edilen preparat, karbol-auramine ile 15 dakika

1sitilmadan muamele edilir. Suyla boya akitildiktan sonra, dekolorize etmek igin asit alkol
ile 2 dakika muamele edilir. Daha sonra tekrar suyla yikanarak, potasyum permanganat ile
2-4 dakika siireyle boyamr. Sonra tekrar suyla yikanir. Sonugta civa kaynakli 151k (25x) ve
BG-12 filtresi ile ya da kuvvetli mavi 1gikta incelenir. Karanlhk alanda Myc’lar turuncu-
portakal rengi seklinde goziikiirler (11).

Boyanmig preperatlardaki basilin  yogunlugu, klinisyenler i¢in vakanin
degerlendirilmesinde 6nem taspimaktadir. Mikroskobik inceleme, asagidaki sekilde
degerlendirilerek sonug verilebilir (11).

Tablo 5.6. Mikroskobik Degerlendirme Sonuglari.

Gozlenen basil sayisi Sonug
0 Negatif(-)
300 alanda 1-2 adet (+/-)
100 alanda 1-9 adet (1+)
10 alanda 1-9 adet 2+)
1-9 alanda (3+)
1 alanda 9’dan fazla (4+)

5.5. Kiiltiirde Ureyen Myc’larm Tanimlanmasinda Kullanilan Teknikler:
Mikobakteri tiirlerinin izolasyonunda kullanilan konvansiyonel tekniklerin yaninda
molekiiler teknikler de kullamlmaktadir. Klinik laboratuvarlarda kullanilan ii¢ biiyiik

molekiiler teknik agagidaki sekilde kullaniimaktadir.



1- DNA problar kullanilarak yapilan klinik 6rneklerden kiiltiirde iireyenlerin teyit
edilmesi amaciyla.

2- Myc. subtiplerinin ve DNA parmakizinin saptanmas: i¢in RFLP (Restriction
fragment length polymorphism) yonteminin epidemiyolojik c¢aligmalarda kullanilmas:
amaciyla.

3- Balgamda ve diger klinik &rneklerde niikleik asit amplifikasyon (PCR) ve
hibridizasyon yontemleri kullamlarak M.tb r-RNA’nin direk olarak saptanmasi amaciyla.

Yukarida bahsedilen molekiiler tekniklerin yaninda konvansiyonel teknikler de,
gliniimiizde Myc’lerin tanimlanmasinda ¢ok bliyiik 6neme sahiptir, ¢iinkii molekiiler
tekniklerin her laboratuvarda kullanilmasi maliyet ve uygulama giicligii agisindan bir
kisitlama getirmektedir. Tablo 2.5.1°de Mikobakterilerin identifikasyonlarinda kullanilan

cesitli 6zellikler verilmektedir.
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5.6. Beyaz Seri Kan Hiicrelerinin Gelisimi (19)

Enfeksiyonlara karsi verilen bagigik yanitta 6nemli rolleri olan beyaz seri kan
hiicrelerinin gelisimi asagida sematize edilmistir.

Pro-B-i P pre-B-h ¥ crken-B-i P ara-B-h P Olgun-B-tP imminoblas® imminosit

Lenfoid plasma -h
Progenito
Hiicre rotimosit >olgunlasmamls-'l‘>ortak-'l' ’ olgun-T >CD4+T1enfosit_>aktive
? \ CD4+Tlenfosit
Olgun-T o CD8+Tlenfosity aktive
> > CD8+Tlenfosit
Kok hiicre

/VMonoblast > promonosit — monosit makrofaj
Myelomonositik
Progenitor hiicre

v

Myeloid
progenitor
hiicre

Miyeloblast —pp promiyelosit —jp» grantilosit

megakaryoblast > megakaryosit P trombosit
Sekil 5.1. Beyaz Seri Kan Hiicrelerinin Gelisimi.

Lenfositler (Immiinositler): Lenfositler, 9-12 mikron ¢apinda, spesifik
immiiniteden sorumlu hiicrelerdir. Giemsa ile boyandiginda kromatin yapist koyu,
yuvarlak ve biiyiikk niikleusla onun etrafinda dar bir sitoplazma seridinden olugur.
Sitoplazmasinda aziirofilik(lizozomal) graniiller bulunabilir. Ribozomlar bol oldugundan
sitoplazma giiglii bir bazofili gostermektedir. Insan viicudunda total 10'? kadar lenfosit
bulundugu ve hergiin yaklagik 2 milyon yeni T hiicresinin ve 20 milyon yeni B hiicresinin
yapildigi hesaplanmigtir. Total lenfositlerin %2 kadarini periferik kan lenfositleri
olusturmaktadir. Lenfositlerin ¢ok biiyiik bir b6liimii lenfoid organlarda bulunur. Periferik
kanda, lokositlerin %20-30 kadarin1 lenfositler olustururlar. Genel olarak, viral
hastaliklarda (6zellikle Enfeksiyoz Mononiikleoz, Sitomegaloviriis enfeksiyonu..), bazi
bakteriyel hastaliklarda (6zellikle bogmaca, tiiberkiiloz. v.s.), enfeksiyon hastaliklarinin
nekahat doneminde ve nétropeni ile giden hallerde mutlak sayilar: veya lokositler i¢indeki
dagilim oranlan artar (19,20).

Kuslarda, son barsakta (kloakada) yer almig bir lenfoid organ olan bursa of

Fabricius’a bagimh gelisme goéstererek hiimoral (antikora dayali) immiiniteyi olugturan

eMarmmpeyr B
RS SgaN il

19 7.0, ¥




lenfositlere B lenfositleri (B hiicreleri); timusa bagimli gelisme gostererek selliiler
(hiicrelere dayal) immiiniteyi olusturan lenfositlere de T lenfositleri (T hiicreleri)
denmektedir. Bursa’min memelilerdeki karsilifimn fetal karaciger ve erigkin kemikiligi
oldugu kabul edilmektedir. B hiicreleri humoral immiiniteden sorumludur. T hiicreleri ise
hiicresel immiiniteden sorumludur. B-hiicrelerinin gelismesinde etkili olan sitokinler; IL-
2,4,5,6,7 ve IL-10°dur. B lenfositlerin %60-70’1, 7-10 giinde 6lmektedir. Kiigiik bir boliimii
daha uzun yasar, bir kismu da spesifik antijenik uyarty1 taniyip saklayan bellek hiicrelerini
olusturur. Antijenle yeniden karsilastiklarinda siiratle gogalip immiin yanitin daha ¢abuk ve
etkili olugmasini saglarlar (19,21).

Timustan perifere gecen T hiicreleri sekonder lenfoid dokulara yerleserek burada
cogalirlar. Periferdeki T hiicre sayisinin stabil tutulmasi, timik prekiirsér havuzuna bagh
olmaksizin, periferde hiicre bolinmesi ile siirdiiriilir. T hiicre repertuvarn timusta
sekillenir. Fakat T hiicre 6zelliklerinin bundan sonraki seleksiyonu periferde olgun T
hiicrelerinin ekspansiyonu ile saglanir. CD4+ yiizey markir1 tagiyan subpopiilasyon, geg
duyarliktan sorumlu efektér hiicrelerle, sitotoksik ve siipreser T hiicrelerinin
olgunlagmasina yardimci T hiicrelerini kapsamaktadir. Bunlar; B hiicrelerinin antikor
yapan plasma hiicrelerine dénmelerini de indiike eder. Bu nedenle CD4 markin tasiyan bu
lenfositlere T helper/indiiktor hiicreleri denmektedir (19).

Antijen, istirahat halindeki Th hiicresini stimiile ettiginde hiicre, IL-2, IFN-y veya
IL-4 etkisi altinda Thl ve Th2 fenotipi olusturacak bigimde prolifere ve diferansiye olur ve
Thl ve Th2 oram degisir. Thl hiicrelerinin asil fonksiyonu, Thl tipi sitokinlerle
makrofajlarin fagositoz ve mikrop Oldiirme yeteneklerini giiglendirerek enfeksiyonlara
karg1 savunmay1 saglamaktir. Th2 subset hiicreleri ise, B hiicrelerini, IgM, kompleman
fikse etmeyen IgG,4 ve IgE sentezine yoneltirler. Dolayisi ile, bu hiicreler, akut ve kronik
enflamasyonu ve ge¢ tipte hiicresel hipersensitiviteyi inhibe ederler. Bunlar, Thl
hiicrelerinin aksine gogunlukla CD30 markeri tagirlar (19).

Th2 subpopiilasyonundaki lenfositler IgE dahil, antikor yapimina etkin olarak
katilirlar ve eozinofiliyi indiiklerler. Thl subpopiilasyonundaki lenfositler ise, 6zellikle
opsanizan antikor yapimina yardimci olmakla beraber, asil sitolitik aktivite gosterirler. Th2
klonlarinin esas itibartyla hiimoral immiin cevaplarin; Thl klonlarinin ise, selliiler immiin
cevaplarin olusmasinda etkin rol oynadiklar1 anlasilmaktadir. Bir Th subset klonunun

sentezledigi sitokinler, diger subset Th klonunun sentezledigi sitokinlerin yapimini asagiyva



cekebilir. Mesala, IL-12 ve IFN-y, Th2 hiicrelerini baskilar; fakat Thl hiicrelerini stimiile
ederler (19).

Sitotoksik T (Tc) lenfositleri: viriis, parazit ve bakteri ile enfekte hiicreler, timér
hiicreleri, doku ve organ transplant hiicreleri gibi, organizmaya zararli veya yabanci
hiicrelere dogrudan saldirirlar. Bu hiicreler hedef hiicrelere, yiizeylerindeki spesifik
resept6r molekiiller aracilif ile baglanirlar ve onlarin membranlarinin biitiinliigiinii bozup
hiicreyi lizise ugratarak oldiiriirler. Oldiirme olayi, Tc hiicreleri igin MHC uygunlugu ile
siurlanmugtir. Sitotoksik T lenfositlerinde Immiinoglobulin igin Fc reseptorii bulunmaz. Bu
nedenle de antikor-bagimli hiicresel sitotoksisite gostermezler (19).

Stipresor T (Ts) lenfositleri ise, sitotoksik ve helper T hiicre etkinligini baskilayarak
immiin reaksiyonlarin agtriya kagmasina izin vermezler. Bu hiicrelerin, IL-4, IL-10, TGF-$

sentezleyerek IL-2 sentezleyen T hiicrelerini baskiladiklan diisiintilmektedir (19)

5.7. Sitokinler:

Dogal ve spesifik immiinitenin biiyiik bir boliimiinii yoneten protein hormonlara
sitokin adi verilir. Dogal immiinitede etkili sitokinler mononiikleer fagositler tarafindan
tiretilir bunlara siklikla monokin adi verilir. Monokinler direk olarak mikroorganizmalarla
karsilagan monosit ve makrofajlar tarafindan tiretilir. Bunlar antijen uyarimi1 sonucunda, T
hiicre cevabiyla mononiikleer fagositler tarafindan sekrete edilmektedir (20).

Spesifik immiinitedeki sitokinlerin ¢ogu aktive edilmig T lenfositleri tarafindan
tiretilmektedir. Bunlara lenfokinler ad1 verilmektedir. T hiicreleri bir¢ok sitokin iiretmekte
ve bunlar ¢esitli lenfosit poptilasyonunun farklilagmasi, biiyiimesi ve diizenlenmesinde, T
hiicrelerine bagli immiin cevapta 6nemli roller iistlenmektedirler. T hiicrelerinden ¢ikan
sitokinlerin temel fonksiyonu, inflamatuvar hiicrelerin diizenlenmesi ve aktivasyonudur.
Bunlar, mononiikleer fagositler, nétrofiller ve eozinofillerdir. Bu sitokinler inflamatuvar
hiicreler ve immiin sistem arasindaki iliskiyi saglamaktadir. Lenfositler ve mononiikleer
fagositler ayrica bagka sitokinler de iiretmektedirler. Bunlara koloni sitiimiilan faktor adi
verilmektedir. Bunlar kemik iligindeki immatiir lokositlerin farklilagmasi ve biiyiimesini
uyarmaktadirlar. Inflamatuvar reaksiyon esnasinda yok olan hiicrelerin yerine ilave
l6kositlerin konulmasim da saglamaktadirlar (20).

Sitokinler, immiin sistemin igerdigi hiicreler arasinda iletisim saglayan ve bu

hiicrelerce salgilanan, diisiik molekiil agirlikli, protein yada glikoprotein yapisindaki
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maddelerdir. Hedef hiicrelerin ylizeyindeki (ya da ¢6ziinmiis haldeki), kendileri igin 6zgiil
reseptorlere baglanirlar, ileti aktarim yollarini harekete gegirirler ve hedef hiicrede gen
ekspresyonunda degisikliklere yol agarak etkinlik gosterirler (22).

Kimi kez belli bir sitokin, kendisini iireten hiicrenin yiizeyinde bulunan, yine
kendisi igin 6zglil olan reseptdre baglanarak etki gdsterir ki, buna otokrin etki adi verilir.
Yakinda bulunan bir hedef hiicre {izerindeki reseptore baglanarak ortaya ¢ikan etkiye
parakrin etki, viicudun uzak bir bolgesinde bulunan bir hedef hiicre iizerindeki etkiye ise
endokrin etki adi verilir (22).

Aym tiirden hedef hiicreler lizerinde ayr biyolojik etkilere sahip bir sitokinin
pleitropik etkisinden, iki sitokinin birlikte etkisinin onlarin bir bagslarina olan etkilerinin
toplamindan daha fazla olmas: halinde sinerjik etkiden, bir sitokinin etkilerinin bir bagka
sitokinin etkilerini sondiirmesi yada dengeleyerek yok kilmasi halinde de antagonistik
etkiden bahsedilir. Bazi durumlarda ise, iki yada daha gok sitokinin benzer etkileri goriliir
ki buna fazlalik (redundant) etki adi verilir (22).

Sitokinlerin salinmasi 6zgiil bir uyaranla baslar. Bu uyaranlar arasinda bakterilere
iliskin tirlinler, viruslar, 6teki sitokinler, gesitli antijenik yapilar, doku hasar1 {irtinleri,
ultraviyole 15181 vb. sayilabilir. Sitokinlerin non spesifik dogasinin non-spesifik immiinite
icerisinde spesifik bir bi¢imde Ozellegtirilmesi gesitli yollardan gerceklesmektedir. Bu
yollarin baginda hiicreler lizerinde sitokin reseptorii ekpresyonundaki 6zenli diizenleme
gelmektedir. Sitokin reseptorii siklikla ve ancak antijenle etkilesime girmis hiicrelerden
eksprese edilir. Bir bagka yol, etkili yogunlukta sitokin iiretimi igin hiicre-hiicre
etkilesiminin gerekliligidir. Orneklenirse, T hiicreler, antijen sunan hiicreler iizerindeki
MHC —antijen kompleksi varliginda, hedef hiicrede etkili olacak yeterli yogunlukta sitokin
iiretirler. Ote yandan kan dolasimina ya da baska hiicre dig1 sivilara salinan sitokinlerin yari
omriiniin kisali§1 da islevlerin 6zgiil olma niteligine katkida bulunurlar.

Sitokin reseptorlerinin ¢ogu iki ya da daha ¢ok membran proteinden olusmaktadir
ki genellikle, bunlardan sadece bir tanesi 6zgiil baglanma (6zel ligand-6zgiil reseptér)
ozelligi gostermektedir. Oteki proteinler ise liganda baglanmazlar, ama sinyalin olusumu
ve aktannminda rol alirlar. Liganda &6zgiil subiinitin ligandla baglanmas:i subiinitlerin
oligomerizasyonuna, bir bagka deyisle, onlarin sitoplazmik pargalarinin birlesmelerine yol
acar. Birkag:1 (IL-8R, TGF-BR vb) disinda sitokin reseptorleri klasik sinyalleme yollarimi

(cAMP-proteinkinaz A, cGMP-protein kinaz G vb) kullanmazlar. Bunun yerine, Janus
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ailesi tirozin kinazlarn (JAK) adi verilen reseptorle iligkili sitoplazmik protein tirozin
kinazlar1 aktive ederler. Bunlar da ya STAT (signal transducers and activators of
transcription) ailesi tliyelerin yada Ras-mitogen-activated protein kinaz cascadimi aktive
ederler. Sitokin reseptorleri 6 grup altinda incelenir:

a) Ig reseptor siiper ailesi: IL-1R (interldkin).

b) Hematopoetin reseptdr siiper ailesi: IL-2R, IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-9R, GM-
CSF-R(graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktér), LIF-R(leukemia inhibitory factor),
OSM-R(Onkostatin).

c) TNF reseptor stiper ailesi: TNF-R(timoér nekroze edici faktér), LT-
aoR,(lenfotoksin) LT-BR.

d) G-proteinle bilesik reseptér siiper ailesi: IL-8R, 6teki kemokinler.

e) TGF-BR reseptor stiper ailesi: TGF-BR(transforming growth factor).

f) IFN reseptor siiper ailesi: [IFN-aR, IFN-BR, IFN-yR(22).

Antijenle stimiile edilmis yardimc1 T (T helper, Th) hiicrelerin belli sitokinlerin
varlifinda ayn kaliplar gosteren sitokin gruplarin tirettikleri bulunmus ve bu kaliplara gére
Th hiicreleri iki boliige ayrilmiglardir. Thl hiicreler IFN-y, IL-2, ve TNF-B iiretirlerken(tip
1 yamit), Th2 hiicreler 1L-4,5,6,9,10,13 iiretmektedirler(Tip 2 yamt). Ek olarak, Thl ve Th2
sitokinlerin karisimuni tireten Th hiicrelere ThO adi verilmistir. Ayrica yiiksek miktarlarda
TGF-P tireten T hiicre alt boliigii de Th3 olarak adlandirilmaktadir. GM-CSF, IL-3, TNF-a
ve kemokinler gibi birgok sitokinin biitiin Th hiicre alt hiicre alt béliikleri tarafindan
tiretebildikleri gosterilmistir. Yine, CD8+ T hiicrelerin de CD4+ Th hiicrelerde gézlenene
benzer belli sitokin kaliplan sergiledigi saptanmigtir. CD8+ T hiicrelerin ¢ogunlugu Thl
hiicrelerin tirettikleri sitokinleri tretirler ve Tcl olarak adlandirilirlar. Th2 benzerleri de
Tc2 olarak tammlanirlar. TCR, T Hiicresi iizerinde bulunan antijene 6zgii reseptordiir. 43
kilodalton bir B zincirinden olusan bir heterodimerdir. Her zincirin dis birimleri ve
stoplazmik uzantilari vardir. Ote yandan, TCRy/S hiicrelerden IFN-y iiretenler Ty8-1, IL-4
tiretenler ise Tyd-2 olarak adlandinlmiglardir. TCR, T hiicrelerinin ¢ogunda (%95) o« TCR
seklinde , az bir kisminda ise (%5) yd heterodimeri seklinde bulunur. Y8 TCR’nin CD4+ ve
CD8+ ile bir iligkisi yoktur. Lenfosit disindaki hiicrelerde benzer sitokin kaliplar
sergileyerek sitokin kaynakli siireglere katkida bulunmaktadirlar. o zinciri 14. kromozom,
B zinciri ise 7. kromozomda kodlanmigtir. V bolgesi i¢in V,D,J egzonlarinin, C bélgesi i¢in

ise bir C geninin yeniden diizenlenmesi gerekir. NK hiicreler, IFN-y salgilayarak T
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hiicrelerin Thl hiicrelere diferansiyasyonunu harekete gegirirler, B hiicreler ile Mast
hiicreleri de IL-4 ve IL-10 iireterek Th2 yamtlarin olusumuna katilirlar. Makrofajlar ise,
birgok proinflamatuvar sitokini(IL-1a, IL-1B, TNF-a, kemokinler) iiretmelerinin yaninda
hem IL-12 salgilayarak Tip 1, hem de IL-10 iireterek Tip 2 yamtlan harekete gegirir (22,
23, 24).

Mikobakterivel infeksivon

coe/ ™\ (L4 fnlhilblsyon ) Cpa+
Y TN gama Inhibisyen
Hiicresel Hiimoral
Bagigiklik Bagisikhik

APC: Antijen sunan hiicre,
GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni sitiimiilan faktér,
Thp: T helper hiicre prekiirsérii,

Sekil 5.2. Mikobakteriyel infeksiyonlarda Thi ve Th2 yamt.

Antijen tanindiktan sonra T hiicrelerinden IL-2 sekrete edilir. Bundan sonra T

hiicreleri iki gruba ayrilmaktadir. CD4+ Thl hiicreleri IL-2 ve IFN-y sekrete ederken,
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CD4+ Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10 iiretirler. Her iki Thl ve Th2 hiicre
gruplan ise IL-3, GM-CSF ve TNF-a iiretmektedirler. CD4+ ThO hiicreleri Thl ve Th2
hiicrelerine farklilagma kapasitesine sahiptir. Thl hiicreleri makrofaj aktivasyonunu IFN-y
ve ge¢ hiper sensitivite ile yapmaktadirlar. Th2 hiicreleri ise IL-10 ile makrofaj
inhibisyonu ve antikor iiretimi saglamaktadirlar. Thl hiicrelerinde iiretilen IFN-y, Th2
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedirler. Bunun yaninda Th2 hiicrelerinden
tiretilen IL-4+ hiicreleri Th1 hiicrelerinin artisini inhibe etmektedirler (2).

Myc’a spesifik insan T hiicre klonlarinin {iretimi invitro sitokinlerin Thl paterni ile
olmaktadir. Bunlar IFN-y ve IL-2 dir (25).

Thl sitokinler olan IFN-y ve IL-2, kandan plevral sivida daha fazla bulunmaktadir.
PCR analizleri ile IL-4 seviyesinin kanda, plevral sividan daha az oranda bulundugu
saptanmistir. IFN-y konsantrasyonu da, plevral sivida kana gore daha yiiksektir, fakat IL-
2,4,5 saptanamamaktadir. M.tb’la stimiile edilen plevral sividaki hiicrelerin
stipernatantindaki IFN-y ve IL-2 konsantrasyonu, stimiile edilmis periferik kan
mononiikleer  hiicrelerinin  siipernatantindaki  konsantrasyonundan daha biiyik
bulunmugtur. M.tb’a kars1 insan immiin cevabi daha iyi anlagilmigtir. Buradaki, T hiicre
subpopiilasyonu ve sitokinler, tiiberkiiloz infeksiyonuna direnci olugturmaktadirlar (26).

M.tb’e karst olusan immiinolojik direng, T lenfositleri ve makrofajlar arasinda
uyumlu bir iligkinin oldugunu géstermektedir. Bu iligkide baskin olarak T hiicreleri ve
mononiiklecer  hiicrelerin  irettigi  sitokinler aracilk etmektedirler. Insandaki
mikobakterilere kars1 immiinolojik dirence aracihk eden spesifik sitokinler tam olarak
tamimlanamarmgtir. Bununla birlikte en gok rolii olan sitokinler Thl sitokinlerdir. Bunlar
da IFN-y ve IL-2 dir. Diger veriler antimikobakteriyel immiin yamttaki sitokinlerin ¢ok
genis bir spektrumda bulundugudur. Tiberkiiloz plevritli hastalarin plevral ylizeylerinde
CD4+ T hiicreleri selektif konsantrasyondadir ve M.tb’e cevapta sekrete IFN-y ve T hiicre
proliferasyonu bulunmaktadir (26).

Sitokinler, 6 baglik altinda toplanmaktadir (22):

a) Interlokinler: 1L-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14 ve LMW BCGF(diisiik molekiil
agirhkli B hiicre biiylime faktorii) ile IL-15,16,17,18.

b) Tiimor nekroz edici faktorler: TNF-a, TNF-B(LT-at), LT-B.

c) Interferonlar: IFN-al/a2, IFN-p, IFN-y.
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d) Koloni stimiile edici faktérler:GM-CSF(graniilosit makrofaj koloni stimiile edici
faktor), G-CSF(graniilosit koloni stimiile edici faktor), M-CSF(makrofaj koloni stimiile
edici faktor).

e) Kemokinler: (IL-8), GRO(Growth regulated oncogene) o/B/y, ENA(epitelyal
nétrofil active edici peptid)-78, PBP(platelet basic protein), CTAP(konnektif dokuyu
aktive edici protein) III, NAP(nétrofil aktive edici protein)-2, LAPF4(platelet factor), B-
thromboglobulin, MIG(IFN-y ile indiiklenmis monokin), PF4, IP-10, SDF(stromal
hiicreden tiireyen faktor)-1o/B, MCP(monosit kemotaktik faktor)-1/2/3/4, MIP(makrofaj
inflamatuvar protein)-1a/f, HCC1(CC kemokin faktérii), CCF18, RANTES(regulated on
activation, normal T-expressed and secreted), Eotaxin, Lymphotactin..

f) Diger sitokinler: TGF-B, LIF, OSM, MIF(migration inhibitory factor),
PDGF(Platelet derived growth factor), SCF(stem cell factor), CT1(kardiyotrofin), EBI-

3(Epstein Barr Virus induced gene) (22).
Tablo 5.8°de sitokinlerin gesitli 6zellikleri verilmektedir (27).
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Sitokin Molekiil Kaynagi Aktivitesi
agirhigi
IL-10,B 17.5 Makrofaj, T/B lenfositleri, APC Immiiniteyi arttirma. T/B lenfosit
farkhilagmasi
IL-2 155 T ve biiyitk graniillii lenfositler T/B lenfosit geligme faktorii
IL-3 14-28 T lenfositler makrofajlar Hematopoetik gelisme faktorii
IL-4 20 TH lenfositler T/B lenfosit gelisme faktérii
IL-5 18 TH lenfositler B lenfosit ve eozinofil stimiilasyonu
IL-6 22-3 Fibroblast monositler Inflamasyon
IL-7 25 Stromal hiicreler Lenfosit geligme faktorii
IL-8 8.8 Makrofajlar, T lenfositler Nétrofil ve T lenfosit kemotaksisi
IL-9 T lenfositler T lenfosit proliferasvonu
IL-10 T lenfositler mast hilcreleri Sitokin sentez inhibitorii
G-CSF 18-22 Monositler fibroblastlar Myeloid geligme faktoril
M-CSF 18-26 Monositler fibroblastlar Makrofaj gelisme faktorii
GM-CSF 14-38 Tlenfositler monositler Monomyelotik gelisme faktorii
INFa 18-20 Lokositler Antiviral etki
IFN-B 25 Fibroblastlar Antiviral etki
INFy 20-25 T lenfositler NK hiicreleri Immiinomodiilatsér
TNFa 17 Makrofajlar Inflamasyon, ttimorisidal
TNFB 18 T lenfositler Tiumdrisidal
TGFB 25 Trombositler, T lenfositler, Immiinosiipresyon
makrofajlar
Tablo 5.8. Sitokinlerin Cesitli Ozellikleri




5.7.1. Interlokin-2:

Orijinal olarak T hiicre biiyiime faktérii olarak isimlendirilen Interl6kin-2 (IL-2),
hiicre siklusunun S fazindaki G1 de T lenfositlerin devamindan sorumlu temel sitokindir.
IL-2, CD4+ T hiicrelerinde, daha az olarak da CD8+ T hiicrelerinde yapilmaktadir. IL-
2’nin etkileri baz1 hiicrelerde kendi yapimi igindir, bu fonksiyonlarina otokrin biiylime
faktorii denmektedir. IL-2; CD4+ ve CD8+ T lenfositleri iizerine etkisi nedeniyle bu
sitokine, parakrin biiylime faktorii ad1 da verilmektedir. Fizyolojik immiin yanit esnasinda
IL-2 kanda bulunmaktadir. Bu etkisi nedeniyle de endokrin biiyiime faktorii olarak
tammlanmaktadir (20).

IL-2, insandaki 4’iincii kromozomdaki 14-17 kD glikoprotein agirhgindaki tek
gende sifre edilmisgtir. Olgun proteinin hacmindeki farklilik asag1 yukan 130 aminoasitten
fazla olabilen glikosilastin’in degisebilen biyiikliigline baglidir. Saf IL-2 bir globiiler
protein ihtiva eden ¢ift, birbirine paralel 2a heliksin katlanmasi ile olusmustur. Herbir
tabaka birbiri etrafinda zayifca donerek baglanmustir. Tiim sitokinlerde bu a heliks motifi
bulunmakta, WSXWS (triptofan-serin-x-triptofan-serin) dizilimli reseptérler ile iliskiye
girmektedir. Bunlar, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF gibi sitokinlerdir. IL-2 sentezi
genellikle gegicidir. Aktivasyondan 4 saat sonra, sekresyonun erken piki olugsmaktadir(20).

Lenfositlerdeki IL-2’nin teme] etkileri:

a) IL-2, T lenfositleri igin en biiyiikk otokrin biiylime faktériidiir. Aktive edilmis
CD4+ T hiicrelerinden sentezlenen IL-2’nin miktari, T hiicrelerine bagh olarak verilecek
immiin yamtin diizeyi ile orantihidir. IL-2, IFN-y ve lenfotoksin gibi diger T hiicrelerinden
tiiremis sitokinlerin sentezini stimiile etmektedir. IL-2 sentezindeki yetersizligin, antijen
spesifik T hiicre anerjisine bagli oldugu tarif edilmigstir. IL-2, T hiicrelerindeki IL-2
reseptdr proteinlerine baglanarak etki eder. Bu sistem belki tiim sitokin reseptorlerinin en
iyi anlagilanmidir (20).

IL-2, T hiicrelerinde 2 farkli yiizey proteinine baglanir. Birincisi tanimlanmamstir,
buna IL-2Ra denmektedir. 55 kDa polipeptid yapidadir (p55). Etkisi T hiicre aktivasyonu
tizerinedir ve orijinal olarak Tac (T aktivasyonu i¢in) antijen olarak adlandinlmaktadir. IL-
2Ra, yaklastk 10® M’lik bir kDa ile IL-2 ye baglanmaktadir. IL-2, sadece IL-2Ra.
reseptérii bulunan hiicrelere baglanmakta, fakat saptanabilen herhangi bir biyolojik etkiye

yol agmamaktadir (20).
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IL-2’nin baglandif: ikinci protein, IL-2RpB olarak adlandirilmakta ve 70-75 kDa
agirliginda (p70 veya p75 olarak sSylenebilir) olup, WSXWS seklinde karakterize edilen
reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptérlere IL-2’ nin baglanma affinitesi IL-2Ra dan
daha yitksektir ve yaklasik 10®° M’lik bir kDa ile baglanmaktadir. IL-2Rp, IL-2Ry adi
verilen 64 kD’luk bir polipeptid ile iligkili olarak yapilmaktadir. Bu reseptér de WSXWS
ailesinin bir tiyesidir (20).

Hem IL-2Ra, hem de IL-2RPy’ y1 gogaltan hiicreler yaklagik 10""'Mlik bir kDa ile
IL-2’ ye ¢ok siki baglanirlar. IL-2’nin baglanma ve biiyiime stimiilasyonunun her ikisi de
IL-2Ra veya IL-2R[B’ya kars1 olusan antikorlar ile bloke edilebilir. Bu, IL-2Ra formunun
IL-2RBy ile bir kompleks halinde oldugu sonucunu dogurmaktadir. IL-2 i¢in, IL2RBy’nin
aktivitesi artabilir ve IL-2, diisiik konsantrasyonlarda bile biiyiimeye neden olabilir. ~ IL-
2’nin IL-2Ra’ya ilk baglanmasimin daha hizli olduguna ve bunun IL-2RBy ile iligkili
olarak kolaylastigina inanilmaktadir. Sonugta T hiicreleri IL-2Ra’yr degil, IL-2RBy’y1
cogaltirlar ve bunu sadece yiiksek miktardaki IL-2 seviyesi ile yapmaktadirlar. Antijen
reseptdr aracili T hiicre aktivasyonu IL-2Ra’y1 hizla olusturabilir. Bu nedenle biiylime
stimiilasyonu i¢in ihtiyag olunan IL-2 konsantrasyonu azalabilir. Gergekten IL-2 kendi
kendine IL-2Ra’nin sentezinin artmasina yardim edebilir (20).

b) IL-2, NK hiicrelerinin biiyiimesini stimiile ederek lenfokinle aktive olan
oldiriicti hiicreler (LAK)’in sitolitik fonksiyonlarini arttirir. NK hiicreleri, T hiicrelerine
benzer sekilde IL-2RBy’y1 tiretebilir ve yiiksek diizeyde IL-2 ile stimiile olabilirler. NK
hticreleri bununla birlikte IL-2Ra’yr yapamamaktadir. Aktivasyondan sonra IL-2
gereksinimi azalmaktadir. IL-2, sadece yiiksek konsantrasyonlarinda LAK hiicre
formasyonuna yol agabilir. IL-2 diger sitokinler ile benzerdir, bariz olarak IL-12 ile NK
hiicrelerinden IFN-y’nin sekresyonunu saglamaktadir (20).

¢) IL-2, insan B hiicreleri lizerine biiylime faktorii gorevi gorerek gogalmalarini
saglar. Aym1 zamanda antikor sentezi igin B hiicrelerini stimiile eder. IL-2 reseptor
proteinleri mononiikleer fagositlerde saptanmistir. Bununla birlikte bu hiicrelerdeki IL-
2’nin spesifik fonksiyonu tamimlanamamigtir. Kronik T hiicre stimiilasyonu IL-2Ro’nin
yayllmasina yol acgar. Yayilan reseptor proteinleri serbest IL-2’° ye baglanabilir. Klinik
olarak IL-2Ro’nin serumdaki dagilmig seviyesinin artigi antijenik stimiilasyonun gii¢lii bir

markiridir. Organ transplantasyonlarindaki akut rejeksiyonlarda goriildiigii gibi, HTLV-1
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(human T lymphotrophic virus) ile infekte T hiicreleri de IL-2Ra’nin sentezini aktive eder
ve serumdaki IL-2Ra’nin dagilimina yol agar (20).

Son zamanlarda IL-2’nin insanlardaki enfeksiyon hastaliklarinda immiinomodiilatér
olarak kullammi artig g&stermistir. Bu sitokinin, lenfoid hiicrelerin farklilagsmasi ve
proliferasyonunu sagladigi gosterilmistir (28).

Cogul ilag rezistans: olan hastalarda diigiik doz rekombinant human IL-2 (rhu-2)
kombinasyonu, antimikrobial cevabin giiglenmesini saglamaktadir. ilave IL-2 tedavisi ile
balgam basil yiikiiniin ve canli mikobakterilerin azaldigi, baz1 hastalarda semptomlarin ve
akciger radyolojik goriintiiniin diizeldigi g6zlemlenmigtir. Bu gelismelerin yaninda, IL-
2’nin periferal kan l6kositlerinde CD25 ve CD56 artisim sagladifi da gézlemlenmistir
(29,30).

5.7.2. Interferon-y (IFN-y): Interferon y (IFN-y), immiin veya Tip II
interferon olarak da adlandirilabilir. Asagi yukar 21-24 kDa subiinitleri ihtiva eden bir
homodimerik glikoproteindir. Her bir subiinit, birkag gende sifrelenmis 18 kDa’luk bir
polipeptid ile iligkilidir. IFN-y naif (ThO) ve Thl CD4+ yardime1 T hiicrelerinden, hemen
tiim CD8+ T hiicrelerinden ve NK hiicrelerinden yapilmaktadir. IFN-y, T hiicre yetersizligi
olan farelerdeki bu durumun temel kaynagidir. Tip I IFN ile pek ¢ok aktivitede [FN-y’min
da payr vardir. Ozellikle antiviral durumlarda IFN-y yapilmakta olup viriisle infekte
hiicreler lizerinde antiproliferatif etki gostermektedir. IFN-y tek hiicreli yiizey
reseptorlerine baglanabilmektedir. IFN-y immiin diizenlemede birgok 6zellikleri ile Tip I
IFN’dan fonksiyonel olarak ayrilmaktadir. Ozellikleri sunlardir (20).

a) IFN-y mononiikleer fagositlerin gii¢lii aktivatériidiir. Enzim sentezini direk
indiikleyerek, fagosite edilmis mikroplarin makrofajlarca oldiiriilmesine ve solunum
patlamasina yol agmaktadir. Ikinci sinyal siiresince LPS ve TNF kadar etkili olarak tiimor
hiicrelerinin makrofajlarca oldiiriilmesini saglamaktadirlar. Mononiikleer fagositlerde
fonksiyonel degisikliklere yol agan sitokinlere makrofaj aktive edici faktér (MAF)
denmektedir. IFN-y temel MAFtir ve T hiicrelerin aktive ettigi makrofajlan
saglamaktadir. Diger MAF’lar; GM-CSF ve daha az olarak da IL-1 ve TNF’dir. IFN-y’nin
tam aktivasyonu, makrofajlarca fagosite edilen mikroplarin &ldiiriilmesini, sadece bir

boliimiintin aktivasyonu ise tiimor hiicrelerinin yok edilmesini saglamaktadir (20).
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b) IFN-y simif I MHC molekiil yapimi ile artmaktadir. Tip I IFN’dan farki budur.
Buradaki neden, class II MHC molekiilerinden yapilan hiicre tiplerinin genis bir ¢esitlilik
gostermesidir. Bu etkiler hiicresel ve humoral bagigikligin her ikisini de arttirabilir (20).

¢) IFN-y’min etkileri direk olarak T ve B lenfositler iizerinedir ve onlarin
farklilagmasint saglar. IFN-y saf CD4+ T hiicrelerinin Thl alt {initesine farklilagmasim
saglar ve Th2 hiicre proliferasyonunu inhibe eder. IFN-y, aym zamanda CD8+ Tc’lerin
maturasyonu i¢in gerekli olan sitokinlerden biridir. Ayrica B hiicrelerinin IgG2a ve IgG3
alt iinitelerine doéniisiimiinde de rol oynar ve IgG1 ve IgE doniisiimiinii engeller (20).

d) IFN-y solunum patlamasinm diizenleyerek nétrofilleri aktive eder. Fakat TNF ve
lenfotoksine kiyasla nétrofiller i¢in daha az aktivator etki gosterir (20).

e) IFN-y, NK hiicrelerinin sitolitik aktivitelerini Tip 1 IFN’a oranla daha fazla
sitimiile eder (20).

f) IFN-y, CD4+ T lenfosit adezyonunu arttirip, morfolojik degisikliklerle lenfosit
ekstravazasyonunu saglayarak vaskiiler endotelial hiicreler i¢in aktivatorlik yapar.

IFN-y’nus bu degisik aktivitelerinin etkisi ile, Th2 ve eozinofilden zengin
reaksiyonlar baskilanirken, Thl ve makrofajdan zengin inflamatuvar reaksiyonlarin
gelismesi saglanir (20).

IFN-y, farelerde temel koruyucu sitokindir (31).

IFN-y, CD4+ lenfositler tarafindan yapilan ve koruyucu immiinitede maksimum
rolii olan bir sitokindir. CD4+ lenfositler ile canli mikobakteriler ya da mikobakteriyel
antijenler ile temas kuran makrofajlar tarafindan olugturulmaktadir (32).

Farelerde canli mikobakteri ve kiiltiir filtratinda biiyliyen mikobakteriler koruyucu

immiin cevabi indiiklemektedirler (33).

5.8. Tiiberkiilozda Immun Yanit:

Mikobakterilerin makrofajlarda yillarca canli kaldiktan sonra reaktivasyona ve
klinik hastalifin baglamasina neden olabilecegini biliyoruz. Tiiberkiiloz basilleri solunum
yolundan akcigerlere aerosol partikiillerle ulagirlar. Primer enfeksiyondan sonra manifest
hastalik veya daha sonraki bir dénemde reaktivasyon olup olmayacagi konagin savunma
durumuna bagh kalir. Basiller akcigere ulastiginda asemptomatik kiigiik bir graniilomatoz

odak (Ghon odag1) ortaya ¢ikar. Ghon odagi onu direne eden lenf diigiimleri ile primer
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kompleks olusturur. Bu odak basilleri iginde saklayarak konak savunmasindan da
koruyabilir (1,8).

M. tuberculosis, makrofajlara, kompleman 1 ve 3 reseptorleri, vitronektin,
fibronektin reseptorleri ve belki baska ylizey molekiillerine de baglanarak fagozom igine
girer. Fakat basil, antimikrobik solunum patlamasi yolunu tetikleyen Fc reseptorlerine
baglanmaz (1)

Mononiikleer fagositlerin endozomal kompartmanlarina da yerlesen canli
mikobakteriler orada ¢ogalabilir ya da konake: hiicreyi pargalayabilir (34).

Fagozom genellikle lizozim ile birlesmez ve fagozomun pH’si, proton-ATPaz
vezikiillerinin diglanmasi nedeniyle daha fazla asidik olmaksizin 6.5 dolayinda kalir. Bu da
mikobakterinin yasamasi igin uygun bir pH dir (1).

Mikobakterinin duvar yapisinda yer alan komponentler, bakterinin, kendisini
konagin immun saldinisina karsi korumasinda dnemli rol oynamaktadir. Mikobakterinin
makrofaj aracilig ile 6ldiiriilmesini dnleyen baglica mekanizmalar sunlardir (2):

a) Lizozom fiizyonunun inhibisyonu.

b) Makrofaj aktivasyonunun inhibisyonu (Protein kinaz C’nin inhibe edilmesi ve
IFN-gama etkisinin bloke edilmesi ile).

¢) Hiicre i¢i sindirilmeye direng (O, toplayicilar1 LAM ve fenolik glikolipit-1 ile).

d) Enzim indiiksiyonu (Katalaz ve siiperoksit dismiitaz ile).

e) Stres yanit1 (Hsp 65 ve Hsp 70 indiiksiyonu ile).

Ozellikle mikobakterilerde bulunan, arabinoz ve mannoz igeren fosforile duvar
lipopolisakkaridi olan lipoarabinomannan (LAM), mikobakterilere karsi verilen erken
immun yanitta 6nemlidir. Ayrica T hiicre sitokinleri tarafindan aktive edilen makrofajlar,
reaktif oksijen ve nitrojen aracilifi yaninda intraselliiler demir seviyesinin de kontrolii ile
mikobakteriyi 6ldiirmektedir (2).

M. tuberculosis’in diger komponentleri de (6rnegin, duvar yapisinda yer alan lipid
sulfatitler) protein kinaz C’yi ve reaktif oksijen intermediyerlerini inhibe ederler. Yine, D-
arabinogalaktanin tiiberkiilozlu hastalarda, monositlerin efektér fonksiyonlarini asaf
cektigi ve PPD ile indiiklenen lenfosit proliferasyonunu baskiladig gosterilmistir (8)

Pulmoner tiiberkiiloz, graniilomatéz inflamasyon sonucunda fibrozis ve doku hasari
ile karakterizedir. Tiiberkiilozda verilen hiicresel immiin yamtta, T lenfosit ve makrofaj

aktivasyonu ile gecikmis tip hipersensitivite mevcuttur (35)
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Thl hiicre klonlann IL-2, IFN-y ve lenfotoksin iiretir. Fakat IL-4 ve IL-5’i az
iiretirler ya da hig iiretmezler. Th2 klonlar: ise IL-4 ve IL-5 iiretir, fakat az olarak IL-2 ve
IFN-y iiretimi gosterir ya da hig iiretmeyebilirler. IFN-y, mikobakterilere kars1 gelisen
hiicresel immun yanitta saptanan en 6nemli sitokindir. IFN-y, tiiberkiilozlu hastalarin
plevral sivilarinda bulunabilmektedir. IL-2’nin solubl reseptorleri pulmoner tiiberkiilozun
hastalik aktivitesi ile yiikselmektedir ( 36,37).

Monositlerde mikobakteri tarafindan indiiklenen PGE, ise lenfositlerde IFN-y
yapiminm1  inhibe eder ve mikrobisidal fonksiyonlarin aktivasyonunu baskilar.
M. tuberculosis’in gesitli duvar komponenetlerinin (PPD, monosit aktive edici faktor,
fosfolipidler..), birbirini modiile edebilen birgok sitokin ve diger mediyatériin, T
lenfositleri, monosit ve makrofajlardan sentezlenip salinmasim tetikledigi s6ylenebilir (8).

Sitokinlerin ve diger mononiikleer hiicre iiriinlerinin intraselliiler mikobakteri
iiremesinin baskilanmasi yoniinden makrofaj aktivasyonu tizerine etkileri;

a) Aktive edenler: IL-2, IL-4, 1.25 (OH),D; (Kalsitriol :Provitamin D), TNF-a,
IFN-y.

b) Baskilayanlar: IL-1, IL-3, IL-6, IL-10, TGF-B, PGE;,

LAM’1n, T hiicrelerinde sitokin (IL-2, IL-3, IL-4 ve IFN-y) indiiksiyonu yapmasina
karsilik, PPD ve intakt tiiberkiiloz basilinin kendisi IFN-y, IL-2 ve IL-3 indiiksiyonu
yapabilmektedir. Mikobakteriyel viriilans, mikobakterilerin koruyucu (Thl tipi) sitokin
yapimini indiikleme kapasitesi ile ters orantilidir ve TNF-a0 ve IFN-y bu progeste santral
rol oynarlar. Farelerde koruyucu Thl yanitlarini, muhtemelen, inflamasyonu sinirlamaya
y6nelik Th2 yanit1 izler (8).

Spesifik immiinitenin olusmasinda ilk adim T hiicre reseptériine antijen sunumudur.
Burada peptid antijenlerinin sunumunda bilinen yol izlenir. Buna kargilik non-peptid
antijenlerin, MHC sistemine benzeyen ancak bu sistemin tamamen disinda kalan non-
polimorfik bazi molekiillerle 6zel T hiicre reseptorlerine sunuldugu yeni olarak
anlagilmigtir. Bunlardan biri CD1 molekiilii olup mikobakteriye ait mikolik asit, LAM ve
izopentenil fosfat gruplan gibi non-peptid antijenlerin T lenfositlerine sunulmasinda
calistigr bildirilmigtir. CD1 molekiilleri, timusta, dentritik antijen sunan hiicrelerde, B
hiicrelerinde ve aktive monositlerde eksprese edilir. Diger taraftan, y—6 T hiicrelerinin
mikobakteri antijenlerine kars: giiclii proliferasyon gosterdikleri ve bu hiicrelerin, kiigiik

non-peptid antijenleri tamidiklan belirlenmigtir. Makrofajlar1 aktive eden sitokinleri (IFN-y,
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GM-CSF, TNF-a) sentezleyen y—6 T hiicrelerinin, antimikobakteriyel immiin direngte rol
aldiklar ileri stiriilmiigtiir (8).

Mikobakteriler, CD3°'CD16°CD56" hiicrelerin (NK hiicreleri) proliferasyonunu
da indiiklemektedirler. Bu hiicrelerin, MHC smirlamasina ve antijene bagumh
olmaksizin, hedef hiicreler igin giiclii sitolitik etki gosterdikleri bilinmektedir. Buna
ragmen, olaylarin gelisimi iginde, bu gesitli hiicrelerin birlikte caligmasi ile ortaya
¢ikan primer ve sekonder immiin yanit kinetiklerinin ne oldugunu sdylemek pek
kolay degildir (8).

Bugiinkii bilgilerimize gore, tiiberkiiloza karg1 savunmada humoral immun yanitin
O6nemli bir yeri yoktur. Tiiberkiilozda gelisen graniilomatéz reaksiyon, mikroorganizmanin
yayimim sirlayan koruyucu bir immiin yanittir ve TNF-o’min etkisi altinda geligir.
Graniilomatoz reaksiyonun tetiklenmesinde “graniiloma inisyasyon faktorii” denen 20
kDa’luk bir molekiiliin de yer aldig: bildirilmistir (8).

Tiiberkiilozda genetik yatkinlik da ¢ok 6nemlidir. IFN-yR1 geninde nokta mutasyon
sonucu, hiicre ylizeyinde reseptdr olusamamas: durumunda IFN-y, makrofajlarda TNF-a
sekresyonunu indiikleyemez, mikobakterisidal mekanizmalar1 harekete geciremez ve
bunun sonucunda kaliteli graniiloma olusamaz. Bu kigilerde tiiberkiiloza genetik duyarlik
vardir ve mikobakteri infeksiyonlar fatal seyreder (8).

Hastalik eksaserbasyon ve remisyonlar arasinda dalgalanmalar gostererek ilerler. T
hiicre yanitlar1 yerel farkliliklar gosterir. Bu kompartmanlagma, yiiksek PPD yaniti, [FN-y
yapimi ve bellek T hiicre yapiminda ortaya ¢ikar ve M. tuberculosis’e karsi yerel hiicresel
immiinitenin dnemli rolii oldugunu gésterir (8).

Bellek hiicreleri diisiik diizeyde aktivasyon markiri (IL-2R ve MHC-Klas II
molekiilleri) eksprese ederler ve hiicre sikliisuna girmede aceleci davranmazlar.
Tiiberkiiloz efiizyonlarinda ise bu hiicreler yogun olarak olay bélgesinde yogunlasirlar.
Plevral sivida IL-1, IL-2, IFN-y, TGF-B, TNF-a ve 1.25(0H)2 (D3 vitamini) yiiksek
diizeyde saptanmistir. Tiiberkiiloz menenjitte beyin omurilik sivis1 (BOS)’ inda soliibl IL-
2R diizeyi , akut bakteriyel ve viral menenjitteki diizeyin hayli tizerindedir. Spesifik tedavi
ile lenfomonositler inflamasyon geriledikce bu diizeyler azalma gésterir (8).

Tiiberkiiloz, hiicresel immiin yanmitla (T lenfositler, makrofajlar ve bunlardan
salinan sitokinlerle) kontrol edilebilen hiicre i¢i infeksiyonlarin tipik bir Ornegidir.

Infeksiyon zengin bir antikor yaniti olusturmakla birlikte, humoral immiinitenin konakg1
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savunmasina anlamli bir katkis1 yoktur. Inhalasyon yoluyla alinan ve alveole yerlesen
tiiberkiiloz basili, alveoler makrofajlarca fagosite edilir. Makrofajlarin sindirme ve yok
etme etkilerinden degisik mekanizmalarla kurtulabilmeyi bagaran basiller (virulan basiller),
fagozomlarda gogalmaya baslar. Ilk iki haftada konak¢ida hicbir immiin yamit olugmaz ve
basiller makrofaj i¢inde, alveol boslugunda ve bu dénemde lenfo-hemotojen yolla yayildig:
odaklarda, immiin yanmit gelisinceye kadar serbestge ¢ogalirlar. Makrofajlar iginde kiigiik
pargalara ayrilan ve iglenen basilin antijenik yapilarindan bazilari (epitoplar), makrofajin
sitoplazmasinda major histocompatibility komplekse (MHC) baglanir ve bu yap1, makrofaj
hiicre ylizeyine tagimir. Daha sonra makrofajlar, basil antijenlerini MHC molekiilleri ile
birlikte T lenfositlerine sunarlar. Salgiladiklar1 IL-1 ve T hiicrelerinden salgilanan IL.-2 ile
T hiicreleri ¢ogalir. T helper (CD4+) lenfositler, MHC Klas-II molekiilleri ile kendisine
sunulan antijenleri tanirken, supressor ve sitotoksik T lenfositler (CD8+) ancak MHC Klas-
I molekiilleri ile kendilerine sunulan antijenleri taniyabilmektedir. y—8 T lenfositler ise,
basili bir biitiin olarak tamyabilmekte ve bu tanima islemi MHC Klas-I ve II molekiilleri ile
sinirlanmaktadir. Alveolar makrofajlarin tb basilini 6ldiirme giiciine kars: basil; siilfatidler,
kord faktorii ve diger asidik lipidlerle kendini korur. Antijen MHC kompleksi ile baglanan
antijene 6zgiill T lenfositler, bundan sonra aktive olurlar ve trettikleri IL-2 ile benzer
sekilde reaksiyon veren bir T lenfosit klonu olustururlar. Bu klon, M. tuberculosis basil
antijenleri ile uyarildiginda, koruyucu immiinitenin, gecikmis asirt duyarliligin, sitolizisin,
antikor liretimi ve hafiza hiicrelerinin uyarilmasi veya siipresyonu gibi degisik
immiinolojik reaksiyonlara katilir (38,39).

Insanlarda M. tuberculosis infeksiyonuna karsi gelisen hiicresel immiin yanitin
diizenlenmesinde esas sorumlu T hiicre alt grubu, T helper (CD4+) lenfositlerdir. Basil
antijenleri ile karsilagan CD4+ T lenfositler, IL-2 iireterek klonal genisleme gostermekte,
sitokinler treterek (IFN-y, TNF-B, MIF, GM-CSF) inaktif durumdaki makrofajlar1 aktive
etmekte ve bdylece hiicre i¢i basil gogalmasim etkin olarak kontrol etmektedir. CD4+ T
lenfositler, B lenfositleri ve CD8+ sitotoksik/supressér T lenfositleri de aktive ederken,
bellekli CD4+ T hiicrelerinin de olusmasii saglamaktadir. Bellekli T lenfositler,
tiiberkiiloz basili ile olusacak daha sonraki karsilagmalarda (reenfeksiyon) konakg¢ida
koruma saglayabilmektedir. CD4+ T lenfositler, basil ile infekte makrofajlarin lizisine de
aracilik etmekte ve bu sitotoksik aktiviteleri infeksiyonun baslangicindan yaklasik 6 hafta
sonra en st diizeye ¢ikmaktadir. Bu durum basil ile yiiklii makrofajlarla CD4+ T
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lenfositler arasindaki etkilesimin, degisik sonuclara yol acabildigini gdOstermektedir.
Lezyonlarda bulunan basillerin sayisi, basil antijenlerinin tipi ve miktan ile aktive
makrofajlardan salinan sitokinlerin (IL-10, TNF-B), CD4+ lenfositlerin agirhikli olarak
hangi bi¢imde aktivite gOsterecegini (makrofaj aktivasyonu veya makrofaj harabiyeti)
belirledikleri diigiiniilmektedir (38).

T helper (Th) lenfositlerin iki alt grubu (Thl ve Th2), makrofaj aktivasyonu
konusunda birbirlerine kargit etki gostermektedir. Thl lenfositler, aktivasyonlar1 ve klonal
geniglemeleri sonucu IFN-y, IL-2 ve TNF-B gibi lenfokinler salgilamaktadirlar. Bu
lenfositler sinerjik etki gostererek antijenin bulundugu yerde makrofajlar: toplar ve aktive
ederler. Boylece aktive olmus makrofajlann iglerinde tasidiklari basilleri yok
edebilmelerini saglarlar. Th2 lenfositler ise, makrofaj aktivasyonunu suprese eden IL-10 ve
diger lenfokinleri (IL-4,5,6) iiretirler. Th1/Th2 orani, sunulan antijenin tipinden ve
miktarindan etkilenir. Makrofajlarin basil antijenlerini Th2 degil de Thl lenfositlerine
sunmalarinin, makrofajlarca iiretilen IL-2 nedeniyle gerceklestiini ileri siiren goriisler
bulunmaktadir. Ciinkii IL-12, Thl lenfositlerinin farklilagmasimi ve ¢ogalmasim
saglamaktadir. Thl lenfositlerden salinan IL-2, T lenfositler igin bir biiyiime faktoriidiir ve
bu hiicrelerin klonal genislemesini saglar. Buna ek olarak, makrofajlarin mikrobisidal
gliclinii de arttirir. Tiiberkiilozda hiicre aracilikli immiin yanit (cell mediated immunity,
CM]) i¢in makrofajlar aktive eden esas hiicreler Thl hiicrelerdir. Th2 lenfositler daha g¢ok
B lenfositlerin antikor tiretimine yardimci olmaktadirlar. Gecikmis tip agir1 duyarlilik
(delayed type hipersensitivity, DTH)’ dan sorumlu hiicreler, Th1 ve Th2 sitokin kaliplarina
gore siniflandinlamamistir. Fakat, sitotoksik antijene 6zgii CD4+ ve CD8+ T hiicreleriyle,
antijene 6zgii olmayan dogal 6ldiiriicti (natural killer, NK) hiicrelerin DTH gelisiminde rol
oynadiklarina inanilmaktadir. PNL, K ve NK hiicreleri, graniilomatdz inflamasyon alanina
monositlerden 6nce gelerek monositler igin kemotaktik ve aktivatér olabilen bazi faktorler
salarlar. K hiicrelerinin yiizeyinde ise Fc reseptorii bulunmaktadir. Thl lenfositlerden
salinan IFN-y, makrofajlarda bulunan 1-o hidroksilaz enzimini uyarir. Bu enzim inaktif
olan 25-hidroksi vitamin D3 i, aktif 1,25 hidroksi vitamin D3’ e (calcitriol) doniistiiriir.
Kalsitriol, hem makrofajlarin hiicre i¢i basil ¢ogalmasin1 6nleme yeteneklerini artirir, hem
de bu hiicrelerden TNF-a ve diger sitokinlerin salinmasim1 saglar. TNF-a, makrofajlarin
mikrobisidal aktivitesini artirma iglevi yaninda graniilom olusumunda da rol oynar. Duyarl

makrofajlardan TNF salinimim artiran bir diger etken de M. tuberculosis’in kendisi ve
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basil duvarinda bulunan lipoarabinomannan-B (LAM) dir. Mikobakterilerle karsilagan
aktive makrofajlardan salinan TNF-a’nin ¢evrede bulunan doku hiicrelerinde harabiyete
neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (38,17,20).

Tiiberkiilozda zengin bir antikor yamiti olugmakta ve de bunun konakgi
savunmasina anlamli bir katkisi olmamaktadir. Hastalikta g6zlenen patolojik degisiklikler
biiyiikk oranda yerel basil antijen konsantrasyonuna ve agir1 duyarlilik reaksiyonunun
derecesine baglidir. Aktive olan makrofajlarin biiyiikliikleri artar, hiicredeki
mitokondrilerin, lizozomlarin sayis1 ve siiperoksit tiretimi artar. Aktive olan makrofajlarda
yiiksek diizeyde biriken litik enzimler ve reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri (6zellikle
NO), makrofajlarin basilleri yok edebilme yeteneklerini ileri derecede arttirir. Fakat, ¢evre
dokulara yayildiklarinda doku nekrozuna neden olabilirler. Aktive makrofajlardan birgok
diizenleyici faktér (TNF-a., platelet kokenli biiyiime faktorii, fibroblast biiyiime faktorii ve
transforme edici biiyiime faktorii-f) sekrete edilmekte ve bu iiriinler lenfositten salinan
proteinlerle (IFN-y, migrasyon inhibe edici faktér) konak¢inin patolojik ve klinik yanitini
belirlemektedir (38,40).

Inhalasyon yolu ile alinan ve alveole yerlesen tiiberkiiloz basili éncelikle burada
bulunan alveoler makrofajlarca karsilagmaktadir. Basille karsilagan makrofajlar 6nce
proteolitik enzimler ve diger metobolitleri iiretir, boylece mikobakterileri yok etme giiciinii
arttirir. Daha sonra makrofajlar tarafindan bir seri sitokin salinir (IL-1,6,8,10, TNF-o,, GM-
CSF vb). Bu sitokinler hem giiglii immiin diizenleyici iglev goriirler hem de tiiberkiiloza
Ozgti bir ¢ok klinik tablonun ortaya ¢ikmasina katkida bulunurlar. IL-1, IL-8, TNF ve GM-
CSF proinflamatuvar molekiillerdir ve lenfositlerin ve monositlerin lezyon bolgesinde
toplanmasmni kolaylastirirlar. IL-1 endojen bir pirojendir ve tiiberkiilloza 6zgii atesin
olusumuna katkida bulunur. IL-6, aktive B lenfositlerden immiinglobilin {iretimini arttirir
ve tiiberkiilozlu hastalarda sik¢a rastlanan hiperglobulinemiye neden olur. TNF-« ise, IFN-
y ile birlikte M.tuberculosis igin bakterisidal olan nitrik oksit metobolitlerinin iretimini
arttinir, graniilom olusumuna biiyiikk katkida bulunur. Diger taraftan TNF birgok
immiinopatolojik olayin (ates, kilo kaybi ve tiiberkilloza ©zgii doku nekrozlarinin)
gelismesine de neden olmaktadir. Immiinosiipresif etkili sitokinlerden IL-10, monosit ve
lenfositlerden sitokin salintmim inhibe eder, TGF-B (transforming growth factor-beta) ise
T hiicre proliferasyonunu ve makrofaj efektor fonksiyonunu inhibe eder. Bu son iki sitokin

kontrol edilemeyen inflamatuvar yanitta, asirn1 inflamasyon ve doku nekrozunu 6nleyebilir.
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Fakat, immiinsupresif sitokinlerin asiri yapimi, infeksiyonun kontroliinde yetersizlige
neden olabilir (38).

Sitotoksik T lenfositler (CD8+) ve dogal oldiiriicii hiicreler (NK), antikor bagimli
sitotoksik hiicre etkilesimleri kadar, kazedz nekroz gelisiminde de rol oynayabilirler. Doku
yikimina, muhtemelen pihtilasma olaylari (anoksiye yol agarak), makrofajlardan salinan
reaktif oksijen ve nitrojen ara iiriinleri (6zellikle NO) TNF-a ve TNF-B gibi sitokinler
katkida bulunmaktadir. NO kiigiik, dayaniksiz, potansiyel olarak toksik, hiicre
membranindan kolaylikla gegebilen diatomik bir serbest radikaldir. Tiiberkiilozun
patofizyolojik gelismesinde rolii vardir. Baglica NO salan hiicre tipleri; endotel hiicreleri,
bazi noronlar, periferik kan nétrofilleri ve mast hiicreleridir. NO sentezi sonucu
mikroorganizma tizerine toksik etki gelisir. Mikrobial enfeksiyonlarda direkt olarak
bakteriostatik/bakterisid etki gostermek ve indirekt olarak T lenfosit proliferasyonunu
Onlemek suretiyle iki yonli bir role sahip oldugu saptanmigtir. Tiiberkiiloz
immiinpatolojisine katilan bir diger T lenfosit alt grubu ise, istirahat halindeki T
lenfositlerin %5°ini olusturan y-8 T lenfositlerdir. Bu lenfosit alt grubundaki yiizey
reseptorii, o—P zincirlerine degil, Y- zincirlerine sahiptir. Mikobakteriyel antijenlere karsi
gelisen primer yanitta, y—8 T lenfositler, a—f3 antijen reseptorii tagiyan lenfositlere (CD4+
ve CD8+ T lenfositler) gére, daha 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu lenfositlerin, a—f8 T
lenfositlerin yanit1 gelisgmeden 6nce, primer infeksiyonun kontroliine katkida bulunduguna
inanilmaktadir. y—8 T lenfositler, TNF, IL-2,4,5,10 gibi sitokinler {iretir ve M. tuberculosis
ile infekte hedef hiicreleri lize ederler. Bu hiicrelerin makrofaj birikimini artirdigi, bu
nedenle graniillom olusumﬁna katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir. Fakat bu T lenfosit
alt grubunun, hastaligin daha sonraki agamalarinda nasil bir rol oynadigi heniiz

bilinmemektedir (38,41).

5.9. Tiiberkiilozda tedavi:
Antitiiberkiiloz ajanlar da denilen tiiberkiiloz tedavisinde kullamilan ilaglan ig
gruba ayirabiliriz:
a) Birincil segenek antitiiberkiiloz ajanlar,
b) Ikincil segenek antitiiberkiiloz ajanlar,
c) Tiiberkiilozda etkili olduklar kabul edilen, bir kismi giiniimiizde kullamlan ve

arastirma evresinde olan ajanlar.



5.9.1. Birincil secenek antitiiberkiiloz ajanlar:
5.9.1.1. Izoniazid ANH): Giiglii, ucuz, biyoyararlihgi miikemmel hiicre
i¢i penetrasyonu ve dar etki spektrumu ile ideal bir antimikrobial ilagtir. Buna ragmen
Mycobacterium tuberculosis bu ilaca karsi yiiksek oranda (10%da bir) spontan direng
gelistirme 6zelliine sahiptir (42).

Akciger tb’lu hastalarda en fazla basil (10’-10%) kavitelerde bulunmaktadir ve
diren¢ gelisiminden en ¢ok bu basiller sorumludur. Bunlar yiiksek metobolik aktivite
goOsteren, hizli ¢ogalan basillerdir. Hastalifin akciger iginde yayilmasindan ve balgamda
basil pozitifliginden sorumludurlar. INH bu basil topluluguna en giiglii bakterisidal etkiyi
glsteren ilagtir. Bu etki tedavinin ilk iki giinii sirasinda bakteri 6liimiinti saglar ki, buna
“erken bakterisidal etki” ad1 verilmektedir (42).

INH bir 6n ilagdir, aktivasyonu i¢in Kat G geninin iiriinii olan katalaz-peroksidaz
enzimine ihtiya¢ vardir. Aktif hale gecen INH, Inh-A geninin iiriinii olan ve doymus uzun
zincirli yag asitlerinin sentezinden sorumlu olan enoyl-ACP-rediiktaz’i inhibe eder.
Boylece hiicre duvan sentezi i¢in 6nemli olan mikolat yapimindaki yag asitlerin uzamasi
engellenir. Ayrica normalde bakteriyi koruyucu rolii olan katalaz-peroksidaz enziminin
INH tarafindan inhibisyonu diger bir etki mekanizmasi olarak diisiiniilmektedir (42).

Farmakokinetik: Oral yoldan alindiktan sonra, tamama yakimi absorbe olur ve

bir-iki saatte serumda pik diizeye ulagir. Karacigerde asetillenerek inaktive olur. Yarilanma
O6mrii yavas asetilleyen kisilerde ii¢; izl asetilleyenlerde ise bir saattir. INH miktarinin
ancak %30-60’1 viicutta aktif olarak etkilidir. BOS, amniyotik siv1 ve anne siitii dahil, tiim
viicut sivilarina iyi geger. Kazeifiye dokulara ve makrofaj igerisine de gegmektedir (42).

Ilac etkilesimleri: Fenitoin ile birlikte kullanildiginda, atilimini yavaslattigindan

fenitoinin etkisini arttirir. Pirimidon ve karbamazepin’in serum diizeyleri de INH tedavisi
stirasinda yiikselebilir. Son zamanlarda, hastalarin tedaviye uyumunu arttirmak amaciyla
deri altina INH implantasyonu yapilarak ilacin siirekli olarak viicuda salinmasina

calisiimaktadir (42).

5.9.1.2. Rifampin: Rifampin daha ¢ok tb tedavisinde kullamlan
ansamisin grubundan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Bu ilag esas olarak, solit kazedz
lezyonlarda bulunan, sayilan 10° den az olan, aralikl olarak gogalan ve ¢ok kisa siire

metabolik aktivite gosteren basillere etkilidir. Bu basiller hastaligin niiksiinden sorumlu
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oldugundan, bu etkiye “sterilizan etki” denir. Bu etkinin klinik 6nemi, gerekli tedavi
siiresini belirledigi igin, biiyiiktiir (42).

Etki mekanizmasi ve direnc gelisimi: Rifampin rpof geninin {iriinii olan DNA
bagimli RNA polimeraz enzimini, katalitik merkezin bulundugu beta subiinitesine
baglanarak inhibe eder. Rifampine direng %96-98 oraninda bu gendeki mutasyonla
olugmaktadir (42).

Farmakokinetik: Oral ve parenteral sekilleri vardir. Oral alimindan sonra bog
midede tama yakin emilir. Yiyecek varliginda emilimi azalir. Serumda 1.5-2 saatte pik
konsantrasyona ulagir. Karacigerde asctillenerek inaktive olur. Sadece %30°u idrarla
atildigindan bobrek yetmezliginde doz ayarlamasina gerek yoktur. BOS dahil tiim viicut
sivilarina iyi gegmektedir. Rifampin bir¢ok ilacin metabolizmasindan sorumlu karaciger
enzimlerinin en gii¢li indiikleyicilerinden biridir. Boylece bir ¢ok ilacin serum diizeyini

digiiriir (42).

5.9.1.3. Streptomisin: Genis spektrumlu bir aminoglikozit olan
streptomisin, tb tedavisinde ilk kullanilan ilagtir (42).

Etki mekanizmasi ve Diren¢ Gelisimi: Bu ilag, M. tuberculosis’e ekstraselliiler,

alkali ortamda bakterisid etkilidir, ancak hiicreleri penetre edemez. Streptomisin bakteri
ribozumuna baglanarak protein sentezini inhibe eder. M. tuberculosis’de streptomisin
direncinden %80 oraninda ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsl geninde ya da 16S
rRNA’y1 kodlayan rrs genindeki mutasyonlar sorumludur. Direngli suslarin %20’sinde
herhangi bir mutasyon saptanmamasi, baska diren¢ mekanizmalarininda varhigim
gostermektedir (42).

Farmakokinetik: Aminoglikozitlerin en Onemli 6zelligi, intravenéz veya

intramiiskiiler uygulama zorunlulugu ile biiyiikliikleri ve katyonik yiiklerinden dolay:
birgok membrani gegememeleridir. BOS’ta etkili diizeye ulasmalar1 zordur. Prostatit,
endoftalmit ve peritonit durumlarinda da zayif doku penetrasyonu mevcuttur. Buralardaki
tb infeksiyonunun etkili tedavisi i¢in direkt uygulanmalidir (42).

Streptomisinin tama yakin kismi bobreklerle atildigindan bobrek yetmezliginde
birikerek toksisitiye neden olur. Aminoglikozitler plesantay: gecerek, malformasyonlar (en
sik 8. Kraniyal sinir hasar1) yapar.Streptomisin M. tuberculosis’e ekstraselliiler ve alkali

ortamda etkilidir (42).
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5.9.1.4. Pirazinamid: M. tuberculosis’e asit ortamda, akut inflamasyon
alanlar1 ve makrofaj icerisinde bulunan, sayilar1 10° den az olan, gok yavas gogalan, diisiik
metabolik aktiviteye sahip basillere etkilidir. Rifampin gibi sterilizan etkiye sahiptir (42).
Pirazinamid bir 6n ilagdir ve intraselliiler ortamda pirazinamidaz enzimi ile
pirazinoik aside doniigiir. Pirazinamide duyarlilik ya da direng M. tuberculosis’in amidaz
aktivitesi ile korelasyon géstermektedir. Bu ilaca direngli olan suslarin ¢ogunda azalmis ya
da kaybolmus amidaz aktivitesi saptanmustir. Bunun sonucunda pirazinamidaz aktif sekle
doniisememektedir (42).

Farmakokinetik: Sadece oral sekli bulunmaktadir. Oral alimindan sonra iki

saatte pik serum konsantrasyonuna ulagir. Yarilanma 6mrii 23 saati bulmaktadir. BOS
dahil, tlim viicuda iyi dagilir. %401 pirazinoik asid, %3’li pirazinamit olarak idrarla
atilmaktadir (42).

5.9.1.5. Ethambutol: Bu ilacin etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamustir. [k yayinlarda ethambutolun hiicre duvarmna baglandigi bildirilmistir.
Son zamanlarda ethambutolun etki mekanizmasinin, hiicre duvarinin olusumunda énemli
olan arabinogalakton sentezinin inhibisyonu oldugu gésterilmistir (42).
Ethambutol genellikle kullanildig1 dozlarda bakteriyostatik etkili olmakla birlikte,
intermittan tedavide uygulandig: yiiksek dozlarda bakterisit etki géstermektedir (42).
Farmakokinetik: Oral sekilde alinmaktadir. Gastrointestinal sistem (GIS)’ den

hizla emilir, 2-4 saatde serum pik konsantrasyonuna ulagir. Dokularin ¢oguna iyi penetre
olmakla birlikte meninkslere gegemez. Ilacin %65’i idrarla, diger %20-25°i disk ile atilir
(42).
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6. GEREC VE YONTEM

Calismada, Yiiziinci Yil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklart ve
Tiiberkiiloz klinigi ile Van Verem Savas Dernegine bagvuran klinik ve laboratuvar olarak
akciger tiiberkiilozu tamis1 konmus ve ilk defa bu hastalia yakalanan 18 yetigkin hasta
iizerinde yapildi. Bu hastalarin hastaliklariyla ilgili klasik tedaviye [INH (izoniazid) + RIF
(rifampisin) + EMB (ethambutol) + MPZ (morfozanamid) + SM (streptomisin)]
baslanmadan 6nce ve ortalama 2 ay sonra hastalardan ikinci kez alinan 5°cc lik kanlar
derhal laboratuvara getirildi. Burada 5 dakika 13000Xg de santrifiije edilerek serum ayrldi,
ayrilan bu serumlar steril ependorf tiiplerin igine konuldu ve galisma yapilana kadar derin
dondurucuda -70 °C’de saklandi.

Calismada IFN-y ve IL-2 seviyesini saptamak igin ELISA yontemi kullanildi. Bu
sitokinlerin serumda tespit edilmesinde IFN~y (Katolog No: 1 920 995) ve IL-2 (Katolog
No:1 534 483) ELISA (Boehringer Mannheim-Almanya) kitleri kullanildi. Test,
streptavidin kapl kiiciik cukurlu kaplarda insan Interferon-y ve IL-2’nin kantitatif olarak
invitro saptamak i¢in yapilan fotometrik ELISA yontemidir.

Ilave Ekipmanlar:

a) Pipetler,

b) Kanistiric1 (mikroplate igin),

c) Okuyucu (mikroplate igin) = Anthos Labtec Instruments A 5022-LP 400
(Salzburg-Austria),

d) Yikayici (mikroplate igin) = LP 35 Plate Washer Sanofi Diagnostic Pasteur
(Adil Instruments, Strasbourg-Schiltighiem- France).

Testin Prensipleri: h-IL-2 ve h-IFN-y, antikor saptayici peroksidaz konjugat ve

biotinle isaretli yakalayici antikor ile ayni zamanda baglamir. Bu kompleks biotin
isaretleyici antikor vasitasiyla, yiizeyi streptavidin kapli mikroplate’e baglanir. Yikamay:
takiben peroksidaza baglanan substrat tetramethylbenzidine (TMB) fotometrik olarak
okunur. Ve test edilen numunedeki saptanmak istenen markirlarin konsantrasvonlarina

gore miktari renk yogunluguna gére degerlendirilir.
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Cahsilan Kitin Icerigi Ve Calisma Prensipleri:
Heriki test i¢in yapilan ELISA yonteminde testde kullamilan igerik ve yontem

aynmidir. Sadece kullamilan soliisyonlar aramilan markira spesifiktir, bu yiizden asagida

anlatilacak olan test i¢erigi ve yontemden ortak olarak bahsedilecektir.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay): ELISA y6ntemi 6zgiil antijen-

antikor baglanmasin1 gostermek amaciyla enzimle isaretli konjugat ve enzim substrati
kullanilarak renklendirilmesi esasina dayanir. Antijen ve antikor baglanmasi 6zgiil oldugu
icin elimizde neye 6zgiil oldugunu bildigimiz antijen var ise bununla 6rnekteki antikorun
varligini, tipini ve miktarini, antikor var ise bununla da 6rneklerdeki antijen varligimi ve
miktarini saptayabiliriz. Degisik sekillerde tamimlanan ELISA yontemleri (6r. Kompetetif
ve non kompetetif ELISA, indirekt ELISA, sandwich ELISA, makro ve mikro-ELISA,
avidin-biyotin ekli ELISA y6ntemi) uygulanmaktadir.

Asagida 6rnek olarak serumda antikor aramak igin yapilan indirekt mikro ELISA
testinin basamaklan agiklanarak ELISA y6nteminin esasi tanimlanacaktir. Serumda antijen
aranacagl zamanda aym islemler yapilir ancak plakta antikor kapli olmalidir. ELISA
yontemi basamaklari:

1. Kat1 faz olarak 96 ¢ukurlu diiz tabanl polistren plaklar kullanilabilmektedir. Kati
faza bilinen bir antijen baglanir. Kat1 faza antijen baglandigi i¢in hazirlanan ELISA plag:
ile serum o6rneklerinde bu antijene 6zgiil antikor varli: aragtirtlir.

2. Antijen bagh cukurlara serum 6rnekleri eklenerek oda 1sisinda veya 37°C’de
belirli bir siire bekletilir. Inkiibasyon sonunda gukurlara eklenmis olan serum &rnekleri
dokiilerek gukurlar tamponlanmig sivi ile yikanir. Cukura eklenen serum igerisinde 6zgiil
antikor var ise kati fazdaki antijene baglandifi i¢in yikama islemi ile ortamdan
uzaklastirllamaz. Cukura eklenen serum orneginde 6zgiil antikor yok ise kati fazdaki
antijene baglanma olmaz ve yikama islemi ile eklenen serum Grnegi tamamen temizlenmis
olur.

3. Kat1 fazdaki antijene baglanmis olan IgG yapisindaki antikoru saptamak amaci
ile gukurlara Fc kismi enzim ile isaretli anti-IgG antikoru eklenir. Kat1 fazdaki antijene
baglanmis olan IgM yapisindaki antikorlar1 saptamak icin ise tizerinde enzim ile igaretli

anti-IgM antikoru eklenir. Enzim ile isaretli anti-IgG veya anti-IgM antikorlar1 konjugat
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olarak tamimlanir. Konjugat yapisina eklenen enzim genellikle peroksidazdir. Ancak
alkalen fosfataz, glukoz oksidaz, beta D-galaktozidaz gibi bagska enzimler de isaretleme
icin kullanilmaktadir. Bu asamada gukurlara konjugat eklendikten sonra plak belirli bir
stire bekletilir. Inkiibasyon sonunda ¢ukurlara eklenen konjugat dékiiliir ve tamponlanmig
su ile birkag kez ikinci yikama iglemi yapilir. Eklenmis olan konjugat kati1 fazdaki antijene
baglanmis olan Ozgiil antikora baglandigi i¢in ikinci yikama islemi ile ¢ukurdan
uzaklastirilamaz.

4. Ikinci yikama iglemi sonrasinda ortama bagh kalan konjugatin gosterilmesi
amaciyla ¢ukurlara konjugattaki enzime uygun substrat ve reaksiyonun gériiniir hale
gelmesi i¢in kromojen igeren kansim eklenir. Ornegin konjugattaki enzim peroksidaz
enzimi ise enzim substrati olarak ortofenilen diamino benzidin (OPD) veya tetrametil
benzidin (TMB) gibi kromojen madde igeren hidrojen peroksit kullanilir. Cukurlara
eklenmis renksiz enzim substrati belirli bir siire sonrasinda konjugattaki enzimin etkisiyle
renklenir. Omegin enzim substrati kullanilan H,0,+OPD karisimi sar1 renge doniisiir.
Enzim aktivitesini durdurmak amactyla H,SO, eklenir ve olusan rengin koyulugu (optik
dansititesi) ELISA okuyucusunda uygun filtre kullamlarak degerlendirilir. Cukurlarda
olusan rengin koyulugu serum érmegindeki antikorun miktar ile dogru orantilidir. Serumda
kati faza bagl antijene 6zgiil antikor yoksa, 3. asamada eklenen konjugatin ortamda bagh
kalmast miimkiin olamayacag i¢in ikinci yikama islemi ile atilir ve ¢ukura enzim substrati
eklendigi halde renklenme olmaz. Plaktaki bazi gukurlara miktarini bildigimiz standart
antikor eklenirse, bu gukurlardan elde edilen optik dansite egrisi ile igerigi bilinmeyen

o6meklerdeki antikor miktar1 saptanabilir (9).

Test Prosediirii: Asagida verilen tablolarda test prosediirleri agiklanmaktadir.
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Tablo 6.1. Test Igerigi : (IL-2 ve IFN-y’ya spesifik olarak kullanilan ortak icerik).

Sise/kap Igerik Fonksiyon bilgisi
1 Anti-hIL-2 veya|hIL-2 igin F(ab’);-fragmentli koyunlardan yapilmig
mavi |anti-hIFN-y i¢in | poliklonal antikorlar, hIFN-y igin fareden yapilmis
biotin monoklonal antikorlar, beyaz liyofilizat halde.
antikor bagli dogal ve rekombinant hIFN-y veya hIL-2
antikor yakalayici
2 Anti-hIL-2 veya|hIL-2 i¢in monoklonal antikorlar farelerden (klon B-G5),
kirmiz1 |anti-hIFN-y hIFN-y i¢in monoklonal antikorlar farelerden, peroksidazl
peroksidaz Fab-fragmentli konjugat, beyaz liyofilizat.
(HRP) antikor saptayict
3a-3f |hIL-2 veya | BSA ihtiva eden bir bir serum analog matrikste 0 ile 800
portakal | hIFN-y i¢in {pg/ml hIL-2 veya hIFN-y, tampon, koruyucular; beyaz
standart liyofilizat halinde.
hIL-2 standart
4 HIL-2 veya|300 pg/ml civarinda hIL-2 veya hIFN-y; beyaz liyofilizat
menekse |hIFN-y kontrol | halinde
serumu pozitif kontrol
5 Inkiibasyon 100 ml kullanilmaya hazir berrak soliisyon.
kirmizi |tamponu diliisyon tamponu
6 Yikama Iki tablet beyaz
beyaz |tamponu
7 TMB  substrat | 8ml, kullanilmaya hazir, hafif sarica; berrak soliisyon.
kahve |soliisyonu
rengi
8 TMB stop 8ml, kullanima hazir, 0.94 N siilfirik asit; berrak soliisyon
renksiz | Soliisyon
9 Mikro plate 96 streptavidin kapli kuyucuklar
10 Adezif 2 adet
kaplayaci

TMB=Tetramethylbenzidine,
POD=Peroxidase
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Tablo 6.2. Caliyma Soliisyonlarinin Hazirlanmas.

Soliisyon Igerik Calisma soliisyonlarinin Tekrar Soliisyon
hazirlanmasi Stabilitesi
1 Anti-hIFN-y | 1.2 ml bidistile suda liyofilizat eritilir.
veya 10 dakika oda 1sisinda yavagga karigtirtlir
Anti-h]L-2 fakat vortex yapilmaz. 4°C de bir ay
Biotin Berrak ve hafif¢e sari soliisyon olugur.
Sise 1
2 Anti-hIFN-y 1.2 bidistile suda liyofilizat 10 dakika
veya oda 1sisinda hafif¢e karigtirilir.
Anti-hIL-2 Fakat vortex yapilmaz. 4°C de bir ay
HRP Berrak hafif sarica renk olugur.
Sise 2
3a-3f  |hIFN-yveya |0.5 ml bidistile suda liyofilizat 10 dakika |4°C de bir ay
hiL-2 kangtinlir fakat vortex yapilmaz. -20°C ve
Standart Renksiz berrak soliisyon olugmaktadir.  |-70°C de
Sise 3a-3f 6 ay
4 hIFN-y veya |0.5 ml bidistile suda liyofilizat 10 dakika | 4°C de bir ay
hIL-2 kontrol |hafifge kanstirilir. Vortexlenmemeli -20 °C ve
serum Hafif bulanik ve sarica su olusur. -70 °C de
Sise 4 6 ay
5 Inkiibasyon | 100 ml
Tamponu Kullanima hazir hafif bulanik renksiz.
Sise 5
6 Yikama 2 It bidistile suda bir tablet eritilir.
Tamponu Berrak renksiz soliisyon. 4°C de bir ay
Sise 6
7 TMB tampon {25 ml kullanima hazir berrak renksiz
soliisyonu portakal renginde.
Sise 7
8 TMB 8 ml kullanima hazir, renksiz berrak
Durdurma soliisyon
soliisyonu
Sige 8
9 Immiino 10 kuyucuk igin (2.2ml),100ul anti-
reajent hIFN-y veya IL-2 —HRP (soliisyon2) ile
2 ml inkiibasyon tamponundan ekleyip
4°C de 8 saat

karigtinlacak daha sonra iizerlerine100 pl
anti-h[FN-y veya hIL-2-biotin (soliisyon
1) eklenip karistirilacak fakat
vortexlenmeyecek. Berrak renksiz .
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Calisma_yontemi: Yukarida basit olarak gésterilen tabloda hazirlanan g¢aligma

soliisyonlar, plate’deki gukurlara uygun olarak konur. Daha sonra —~70 °C’de bekletilen

serumlar oda 1sisina (20-25 °C) ¢ikarithp ¢oziinmesi saglanir. Serumlar ¢6ziindiigiinde

¢alismaya baslanabilir.
Tabloe 6.3. ELISA Cahsma Plate’i.
1 2 3 4 5 10 11 12

A [Bl |Bl [Pl P1

B Sa Sa

C Sb |Sb

D Sc Sc

E Sd |[Sd

F Se Se

G |[Sf |Sf

H (PO [P0 P40 (P40
Bl = Kor (sadece substrat i¢in)

Sa-Sf = Standart 3a-3f (hIFN-y veya hIL-2 i¢in standart)
PO =Pozitif kontrol(hIFN veya hIL-2 i¢in kontrol serumu)

P1-P40= Ornekler 1-40

Burada sadece 40 Ornek i¢in yapilan g¢alisma gosterilmistir. Bu g¢alisma 96

kuyucuklu plate iizerinde yapilmistir. Burada her bir hastanin serumu iki kuyucuga

konularak ¢ift ¢aligildi.
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Cahsma prensibi: Test prospektiisiinde verilen ¢aligma prensibi ile ilgili bilgiler

asagida tablo seklinde verilmektedir.
Tablo 6.4. Calisma Prensibi.

Sira Yapilanlar Voliim Zaman

1 |Soliisyonlar 3a-3f 4 ile serumlar uygun kuyucuklara| 20 ul
konur

2 [Soliisyon 9 (immiinoreajent) eklenir.Uzerleri folyo ile| 200 pl 2h
kaplanir. 350 rpm de karigtirlarak inkiibe edilir.

3 | Plate’in lizerindeki sivilar aspirasyon yoluyla yada hafige | 3x300 [ 3x1 dakika
bir kagidin iizerine vurularak bosaltilir.Soliisyon 6 ile 3
kez yikanir(yikama tamponu).

4 |Soltisyon 7 eklenir. Uzerine yapigkan folyo kaplanir,| 200 pl 10-25
350 rpm de, oda 1sisinda, karanhkta kanstirilip inkiibe dakika
edilir.

5 Fotometrik Olgiim

450-690 nm | 50 pl stop soliisyon 8’den kuyucuklara konur.

dalga 1 dakika karistirnilarak inkiibe ettirilir.

boyunda Stop soliisyon eklendikten 5 dakika i¢inde 6lgiim yapilir.
Not: 5 dakika sonra renkte solukluk olabilir.

370nm Soliisyon 8 (stop soliisyondan konmaz).

dalga TMB substrat konulduktan sonra 6l¢iim yapilir.

boyunda
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7. BULGULAR

Calisilan serumlardaki IFN-y ve IL-2’nin kandaki degerlerini bulmak igin logaritmik
cetvel kullanarak ilk Once standartlarin absorbans degerleri kaydedilmis ve onlarin
serumdaki pg/ml cinsinden bilinen degerleri ile cetvelde standart egri elde edilmistir. Bu
standart egri lizerinde ¢alismada kullanilan hasta serumlarina ait absorbans degerlerin

izdiisiimii alinarak, kandaki miktarlarinin pg/ml cinsinden degerleri bulunmustur.

7.1. IFN-y testinde ELISA yontemiyle Olgiilen standart ve serum absorbans

degerleri: IFN-y testinde blank ve standartlarla alinan absorbans degerleri Tablo 7.1.’de

verilmigtir.
Tablo 7.1. IFN-y testinde blank ve standartlarla alinan absorbans degerleri
Standartlarin absorbans degerleri: | Standartlarin kandaki bilinen pg/ml degerleri:
Blank: 0.086
Pozitif kontrol: ~ 0.581 141.0 pg/ml
Standart 1 : - 0.007 0.1 pg/ml
Standart 2 : 0.066 19.0 pg/ml
Standart 3 : 0.232 65.0 pg/ml
Standart 4 : 0.551 170.0 pg/ml
Standart 5 : 1.290 393.0 pg/ml
Standart 6 : 2.055 856.0 pg/ml

ELISA yontemiyle IFN-y testi uygulanan hasta serumlarinda 6lgiilen absorbans
degerleri ile logaritmik cetvele uyarlanarak pg/ml cinsinden bulunan karsiliklai Tablo

7.2.°de verilmistir.
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Tablo 7.2. ELISA yéntemiyle IFN-y testi uygulanan hasta serumlarinda

dlciillen absorbans degerleri ile logaritmik cetvele uyarlandiktan sonra elde edilen

pg/ml cinsinden kargihiklar.

Hasta l.serum 2.serum
No
Absorbans fleger pg/ml kargihk deger | Absorbans deger  pg/ml karsilik deger
1. 0.060 16.5 -0.009 <15
2. 0.080 22.2 0.008 <15
3. 0.024 <15.0 -0.010 <15
4. 0.017 <15.0 -0.006 <15
5. 0.056 15.0 0.042 <15
6. 0.025 <15.0 -0.004 <15
7. 0.010 <15.0 -0.005 <15
8. 0.007 <15.0 -0.008 <15
9. 0.057 15.5 -0.003 <15
10. 0.051 <15.0 0.028 <15
11. 0.069 19.2 0.025 <15
12. 0.048 <15.0 0.044 <15
13. 0.047 <15.0 0.010 <15
14. 0.026 <15.0 0.005 <15
15. 0.006 <15.0 0.004 <15
16. 0.078 21.5 0.102 28.5
17. 0.013 <15.0 -0.002 <15
18. 0.014 <15.0 -0.010 <15
7.2. IL-2 testinde ELISA ydntemiyle dlgiilen standart ve serum absorbans
degerleri:

IL-2 testinde 6lgiilen absorbans degerler Tablo 7.3.’de verilmigtir.

Tablo 7.3. IL-2 testinde blank ve standartlarla alinan absorbans degerleri

Standartlarin kandaki bilinen pg/ml degerleri:

Standartlarin absorbans degerleri:

Blank: 0.055

Pozitif kontrol: 0.249
Standart 1 0.005
Standart 2 0.008
Standart 3 0.022
Standart 4 0.010
Standart 5 0.139
Standart 6 0.439

372.0 pg/ml
0.001 pg/ml
34.0 pg/ml
88.0 pg/ml
183.0 pg/ml
350.0 pg/ml
673.0 pg/ml
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ELISA yOntemiyle IL-2 testi uygulanan hasta serumlarinda olgiilen absorbans
degerleri ile logaritmik cetvele uyarlanarak pg/ml cinsinden bulunan karsiliklari Tablo
7.4°de verilmigtir.

Tablo 7.4. ELISA yontemiyle IL-2 testi uygulanan hasta serumlarinda dl¢iilen
absorbans degerleri ile logaritmik cetvele uyarlandiktan sonra elde edilen pg/ml

cinsinden karsihklari.

Hasta 1.serum 2.serum
No
Absorbans fleger pg/ml karsthk deger | Absorbans deger  pg/ml kargilik deger
1. 0.094 255 0.026 105
2 0.013 65 0.002 <15
3 0.013 65 0.011 58
4. 0.012 60 0.011 58
5. 0.041 190 0.011 58
6 0.006 <15.0 0.001 <15
7 0.021 90 0.004 <15
8. 0.035 130 0.023 95
9. 0.012 60 0.026 105
10. 0.654 980 0.238 490
11. 0.103 270 0.026 105
12. 0.015 72 0.040 140
13. 0.026 105 0.007 <15
14. 0.034 125 0.013 65
15. 0.032 120 0.014 69
16. 0.054 172 0.028 110
17. 0.024 100 0.031 118
18. 0.032 120 0.011 58

7.3. Standart Egrinin Elde Edilmesi: Asagida, logaritmik cetvelde
standartlarin kan serum seviyeleri ile absorbans degerlerine gore standart egriler
¢izilmistir. Bu egrilerden, iistteki IFN-y’ya, alttaki ise IL-2’ye aittir. ELISA yontemi ile
absorbans degerleri saptanan Orneklerin kandaki degerlerinin (pg/ml olarak) hesaplanmasi
gerceklesmistir. Bu iki egri baz alinarak 6rneklerin absorbans degerleri ile kandaki IFN-y
seviyesi bulunmak istendiginde absorbans degeri (y) koordinatindan bulunup, ¢izilen
standart egri ile g¢akisan yerde asagidaki (x) koordinati gelindiginde o ornekteki serum
IFN-y seviyesi hesaplanmis olunmaktadir. Ayni sekilde hesaplamak istedigimiz 6rnekteki

IL-2 seviyesi de IFN-y’daki gibi koordinatlar yardimi ile hesaplanmaktadir.
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Yukarida sonuglarin toplu olarak verildigi semada; mavi ile gosterilen siitunlar 1.
serumlarin ortalama degerlerini, bordo ile gosterilen siitunlar ise 2. serumlarin ortalama
degerlerini g6stermektedir. Burada IL-2 degerlerinin 1. serumda daha yiiksek oranda
oldugu, 2. serum serisinde alinan IL-2 degerlerinin ise daha az oldugu gﬁrﬁlmektedir. IFN-
gama degerlerinin ise 1. ve 2. serum serilerinde degismedigi ve her iki seride de diisiik
diizeyde oldugu goriilmektedir.

IL-2 ve IFN-y i¢in ELISA yonteminde kullanilan standartlarin 6lgiim aralig: 15-
800pg/ml arasindadir. Bu nedenle ol¢iimii yapilan serumdaki IL-2 ve IFN-y degerleri bu
araliklarda normal oran olarak degerlendirilmistir. Olgiimii yapilan serumlarin 6zellikle
IFN-y testinde ilk ve sonraki serumlarda alinan degerler, standartlarin en alt sinir seviyesi
olan 15 pg/ml’nin de altinda bulunmustur. Bu yiizden 15 pg/ml degerin altinda bulunan
degerler istatistiksel veri olarak 15pg/ml olarak kabul edilmistir. Ayrca, istatiksel
anlamliligini test etmek amaciyla 15 pg/ml altinda bulunan degerlerin 0 pg/ml olarak
alinmasi durumunda da iki deger arasinda anlamli bir fark olmamugtir.

Analizler normal dagilim géstermedigi igin istatistiksel ¢alismalarda Wilcoxon test
yontemi uygulanmustir. Bu degerlendirmeler Minitab paket programu kullanilarak
yapilmigtir. Yapilan analiz sonucunda;

a) IFN-gama i¢in yapilan istatistiksel degerlendirmede; tedavi 6ncesi ve tedavi
sonrasindaki IFN-gama seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamugtir.
(p> 0.05).

b) IL-2 i¢in yapilan istatiksel degerlendirmede; tedavi Oncesi ve tedavi sonrasinda

IL-2 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p< 0.01).
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8. TARTISMA VE SONUC

Inhalasyon yoluyla alinan tiiberkiiloz basilinin alveolar hiicrelere gelip burada
alveolar makrofajlarla tanigmalarindan sonra, makrofajlarin sindiriminden kurtulan basiller
(virulan basiller), fagozomlarda ¢ogalir. Makrofajlar i¢inde kiiciik pargalara ayrlarak,
sitoplazmada epitoplari ile MHC kompleksine baglanir ve bununla birlikte T lenfositlerine
sunulurlar. Antijen ile birlikte baglanan MHC kompleksi sonrasinda, T hiicreleri aktive
olurlar. Urettikleri IL-2 ile sadece bu antijene karsi reaksiyon veren bir T lenfosit klonu
olustururlar. Bu klon, Mtuberculosis basili antijenleri ile uyarnldiginda, koruyucu
immiinitenin, gecikmis asir1 duyarlilifin, sitolizin, antikor {iretimi ve hafiza hiicrelerinin
uyarilmasi veya siipresyonu gibi degisik immoiinolojik reaksiyonlara katilir. Basille
karsilagan CD4+ T lenfositler IL-2 iireterek klonal genisleme, ¢esitli sitokinler iireterek de,
inaktif durumdaki makrofajlar1 aktive eder ve hiicre igi basil gogalmasini etkin olarak
kontrol ederler. Buradan da anlastlacagi gibi tiiberkiiloz enfeksiyonunun basinda
makrofajlar tarafindan ¢ok yogun olarak T lenfositlerinin uyarimi saglanmaktadir. Bunun
sonucunda makrofajlar sitokin liretimini arttirarak bakterilerin Sldiiriilmesinde aktif rol
oynarlar. Tiiberkiiloz hastalarina yapilan antibiyotik tedavisinde, tiiberkiiloz basillerinin
6ldiiriilmesi sonucunda bakteri sayisinda azalma saglanacagindan makrofajlar tarafindan T
lenfositlerinin uyarimi da azalacaktir (38).

Hiicresel immiin cevapta, T hiicrelerinin aktivasyonu ile sitokinlerin (IL-2 ve IFN-
y) tretimi gergeklesmektedir. Birgok ¢alisma, aktif tiiberkiilozlu ve ilerlemis hastaliklarda
PBMC (peripheral blood mononuclear cells) hiicrelerinden IL-2 dretimi ve
proliferasyonunun azaldigim gostermistir (43).

IL-2 ve IFN-y’min, tiiberkiiloz gibi intraselliiler ajanlara karst koruyucu cevabi
diizenleme isinde aracilik ettigi diistiniilmektedir. Burada IL-2 proliferasyonuna ait veriler
mevcuttur. Bu hastalardaki IFN-y yetersizlii hakkinda birgok potansiyel mekanizma
aciklanmigtir. Bu mekanizmalar;

1- CD4 hiicre say1s: diigiik hastalarda, IFN-y tiretim kabiliyeti olan antijene spesifik
hiicrelerin sayisindaki azalma saptanmaktadir. Nitekim, tiiberkiilozlu hastalarda IFN-y

diizeyleri 6l¢iilmiis ve bazi hastalarda IFN-y yetersizligi oldugu gosterilmistir (44,45).

56



2- Yine yapilan bazi invitro ¢aligmalar; optimal IFN-y iiretimi i¢in IL-2 varligimin
gerekli oldugunu géstermistir(46).

3- HIV infeksiyonlu ve tiiberkiilozlu hastalarda IL-4, IL-10, TGF-B veya IFN-y gibi
bazi sitokinlerin iiretiminin azaldig, tip 2 sitokinlerin Uretiminin ise arttigi gésterilmigtir
(47). MDRTB’ lu hastalarda gozlemlenen CD4 lenfositopeninin, hastaligin siddeti ve
diistik IL-2/IFN-y iiretimi ile iligkili oldugu gosterilmigtir(48). Bir ¢aligmada IL-12’nin,
IFN-y seviyesini antijene spesifik olarak arttirdigt goriilmiistir. MDRTB’lu hastalarin
tedavilerinde birgok farmakolojik ajanin birlikte ve uzun siireli tedavisine gereksinim
vardir. CD4+ T hiicre miktar diigiik hastalar sitokin tedavisine aday hastalardir (49).

Inatg1 yaygin nontiiberkiiloz mikobakteriyel infeksiyonlarda IFN-y, konvansiyonel
tedavi ile kombine edilebilir(50). yd T hiicreleri, CD4+ T hiicrelerine goére IFN-y
liretiminde daha etkindirler. Yiiksek miktarda IFN-y, intraselliiler bakterilerden koruyucu
immiinite ile iligki i¢indedir (51)

Bir ¢alismada, MDRTB’lu hastalarda optimal ¢ok ilagli antitiiberkiiloz tedaviye ek
olarak, diisiik doz rhu IL-2(recombinant human interleukin-2)’nin kombine edilmesinin
tedaviyle alinan sonuglara olumlu etki yaptig1 gézlenmistir. Burada immiinolojik yamttaki
diizelmeye ek olarak klinik, bakteriyolojik ve radyolojik degisikliklerde de olumlu
degisikliklerin oldugu; balgamda bakteriyolojik yiikiin, gégiis radyolojik sonuglarinin
diizeldigi ve hastalarin %60°inda semptomlarin azaldigi saptanmistir(29,30). Rhu IL-2
etkisi ile mikobakteriyel antijenlere kars: lenfosit proliferasyonunun gelistigi ve periferik
kanda CD56(NK) ile CD25 (diisiik affiniteli IL-2R) yayiliminin arttigt gosterilmistir. IFN-
v ve IL-2’nin mikobakteriyel enfeksiyonlarda hiicre aracilig: ile ger¢eklesen immiinitenin
gelismesinde en biiyiik role sahip oldugu gosterilmistir (52).

IFN-y tretimi, tiiberkiiloz plorezili hastalarin lezyon bolgesindeki plevral
sivilarinda yogun olarak bulunmaktadir(26). IFN-y makrofaj aktivasyonuna en ¢ok katkida
bulunan sitokindir. In-vivo olarak M. tuberculosis’in kontroliinde en 6nemli rolii, IFN-
y’min aktive ettigi fagositler oynamaktadir (52). IFN-y ve IL-2 i¢in yapilan m-RNA
analizlerinde, Tbc plorezili hastalarin plevra sivilarinda, periferik kana gére bu markirlarin
daha yiiksek oranda olduklar tespit edilmistir. IFN-y’min plevral sividaki diizeyi, serum
diizeyinden 15 kat daha yiiksek olarak saptanmistir. Plevral sividaki lenfositlerin M

tuberculosis ile uyanldiklarinda, plevral lenfositlerdeki IFN-y ve IL-2 diizeylerinin,



periferik kan lenfositlerinden daha yiiksek oldugu ve IFN-y m-RNA iireten hiicrelerin

sikhigimin da plevral stvida, kana gore 20-60 kat fazla oldugu gosterilmistir (26).
Yapilan bir ¢alismada, Tbc’lu hastalanin 2/3’linde mitojenik lektinlerle

sitlimiilasyon sonrasi1 PBL(peripheral blood leukocytes)’lerindeki IFN-y seviyelerinde
azalma oldugu tespit edilmigtir. Tbc’lu hastalardaki IFN-y yapim eksikligi, lepromatdz
leprali hastalardaki benzer yetersizligi animsatmaktadir(53). IFN-y ve IL-2’nin plevral
ylizeydeki iiretimi, M.tb’a karst immiin defansi arttirmayr amaglamaktadir. Miirin
makrofajlarin aktivasyonu ile IFN-y seviyesi artar. M. bovis ve M. tuberculosis ajanlarina
karsi adoptif immiinite de, miirin T hiicrelerinin fonksiyonel markin olan IFN-y’nin
{iretiminin artis1 ile gergeklesmektedir. Bununla birlikte insan makrofajlarinda invitro
olarak yapilan deneylerde antimikobakteriyel aktivitenin IFN-y kapasitesi ile birlikte arttig1
saptanmuistir (26).

Saf donér hiicrelerinde, IFN-y mRNA’nin kaynag: olan T hiicresine spesifik IL-
2’nin, mikobakteriyel ajanlara karsi verilen yamitta, proliferasyonunun azaldif: tespit
edilmigtir. IFN-y, NK hiicreleri ve aktive edilmis y8 T hiicreleri kadar, aktive edilmis o T
hiicreleri tarafindan yapildig1 bilinen bir sitokindir. Yapilan bir ¢aligmada, NK hiicreler
veya 0 T hiicrelerin, periferal kandaki IFN-y mRNA’nin muhtemel kaynag oldugu
gosterilmistir. Tbc hastalarinda azalmis proliferatif yanita uygun olarak hiicrelerden agiga
¢ikan IFN-y mRNA’nin miktarinin da relatif olarak diisiik veya azalmis oldugu, bunun da
NK hiicreleri ya da T hiicre aktivasyonunda azalma ile sonuglanacagi gosterilmisgtir.
Sonugta aktif tb’lu hastalardaki PBMC hiicrelerinde, HIV tip 1 infeksiyonlu ya da
lepromatdz leprali hastalarda oldugu gibi NK hiicre sayisimn ve aktivitesinin normal
insanlara gore azaldig tespit edilmigtir. Nitekim diisiik doz IL-2 tedavisini takiben PBMC
hiicrelerinde, leprali hastalarda, NK hiicrelerinde 6 kat artma; HIV hastalarimin IL-2
terapisi ile PBMC hiicrelerinde IL-2R™ veya CD56'nin oraninda veya sayisinda 6nemli
degisiklikler olmaksizin, lenfosit aktive eden 6ldiiriicti hiicre aktivitesi ve NK hiicrelerinde
artma saptanmugtir (54).

Yapilan bir ¢aligmada;, 7 tb hastasimin 4’{indeki lenfositler tedavi oncesi
¢ogalamamistir. Bunlarda tedavi sonrasi ¢ogalma gozlenmistir. Bunun yaninda bu 4
hastanin 3’iindeki hiicreler IFN-y geni liretmisler, bunlardan 2’si ise diisiik diizeyde IFN-y

olusturmuslardir. Boylelikle IFN-y iiretimindeki birincil yetersizlik gegici fenomen olarak
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hipotez edilebilir, muhtemelen genetik olarak digerlerine gegis gozlenir ve tedavi sonrasi
higbir degisiklik gézlenmez. Bu ¢aligmada ayrica tedavi sonrasi tiim tb’li hastalarda IL-10
iiretiminde azalma oldugu da gosterilmigtir. IFN-y tretimindeki degisiklikler ile IL-10
yapimindaki azalmanin, tb’nin farkli bolimlerinde sitokin yapiminda degisikliklere neden
olabilecegini gistermektedir. Bu farkliliklarin tedavi sonrasi azalan antijenik yiiklenme ile
ilgili oldugu soylenmektedir (31). Pulmoner tiiberkiiloz; IL-2 ve IFN-y’nin {iretimindeki
azalmayla, periferal kan mononiikleeer hiicrelerindeki, piirifiye protein derivelerinin (PPD)
stimiile ettigi blastogenezisin azalmasi ile karakterizedir (55).

Tiiberkiilozun immiinolojisi hakkinda uzun yillardir in-vivo ve in-vitro kosullarda
calisilmaktadir. M. tuberculosis antijenlerine karsi hayvanlarda ve insanlarda hastaligin
seyri stiresince gelisen lenfosit proliferasyon yanitlari incelenmistir. Olii bakteriler immiin
sistemi aktive etmeye sahip olsalar da uzun siireli hiicresel immiiniteyi aktive etmege
yetememektedirler. Serumda lenfositler lizerine baskilayici etki yapan ¢esitli faktorler
bulundugu gosterilmigtir. Bunlar arasinda; antijen antikor kompleksleri, gebelikle iliskili
serum glikoproteinleri, spesifik antikorlar, serum albumini, CRP, seks hormonlari, HLA
antikorlari, serum amiloid A, T hiicre antikorlari, malign olaylarda ve kronik
enfeksiyonlarda artan o-globulin, prostaglandinler, suprafizyolojik dozda interferon,
glukokortikoidler, aspirin, klorokin gibi bazi ilaglari sayabiliriz. Glukokortikoidler,
lenfositlerin sayisim lenfositleri bagka kompartimanda tutarak (sekestre ederek) azaltirlar.
Suprafarmakolojik dozda verildiginde ise, lenfolitik etki yaparlar. Yine HIV, Toxoplasma
gondii, Ebstein Barr virisl, Cyromegalovirus(CMV), Respiratory Syncytial Virus(RSV)
gibi bazi infeksiyon etkenlerinin de, T siiprese hiicre popiilasyonunu arttirarak, CD4/CD8
oranimi1 diigiirmek suretiyle ve sitokin sentezini bozarak immiin baskilama yaptiklar:
gosterilmigtir. Rifampin, lenfositlerin immiin reaksiyon yeteneklerini bozarak sagfaltim
stiresince tiiberkiiline olan duyarlihig: siiprese eder (56,57).

T hiicrelerinin aktivasyonunda kullanilan siire¢ basit bir olay degildir. Bir epitopun
T hiicre reseptoriine baglanmasi, o epitopun hangi sinif iletim yolunu uyardigina bagimh
olarak tam bir aktivasyon veya sadece bazi lenfokinlerin iiretildigi kismi bir aktivasyona
neden olabilecegi gibi, herhangi bir aktivite de goriilmeyebilir. Aktivasyon; T lenfositlerin
proliferasyonunu, sitokinlerin salinimin1 ve effektor hiicrelerin ig gdrmesini igerir. Bu

¢ogalma ile lenfositler yabanci antijenle savasabilir. Proliferasyon bilyiime faktorleri
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aracihil ile meydana gelir ki bunlanin basinda IL-2 gelmektedir. Bu nedenle IL-2 artis:
aktivasyonun bir kamt: olarak degerlendirilmektedir (58,59).

Yapilan IL-2 ve IFN-y sitokin tedavilerinde; bu tedavilerde IL-2 yi ve IFN-y’ y1 tek
olarak vermekle olusan makrofaj aktivasyonu ile hi¢ sitokin vermeden makrofajlarin kendi
haline birakildiklarinda makrofaj igindeki tiiberkiiloz bakterisinin iiremesi gdzlenmis ve
bunlarin tek olarak verilmesi ile makrofajlarin hi¢ uyarilmadan birakildif: sekil arasinda
anlaml1 bir iyilesme farki bulunamamistir. Fakat yine yapilan bir galismada bu sitokinleri
bir arada vermekle bunlarin kendi aralarinda sinerjik bir etki olusturdugu ve ¢ok biiyiik
oranda mikrobisid etki olugturdugu gézlenmigtir (60).

Aktif tiiberkiiloz ile inaktif tiiberkiiloz arasindaki sitokinlerin degerlerine bakilan
bir ¢aligmada; caligilan IFN-y ve IL-12 degerinin anlamh bir gekilde yiiksek bulundugu
g6zlemlenmistir. Bu calisma bronko alveolar lavajda, insitu hibridizasyon teknigine goére
yapilmistir. Bunun vaminda yapilan baska bir ¢aligmada ise; IL-2, IL-4 ve IL-5 diizeyinde
ise aktif ve inaktif tiiberkiiloz arasinda herhangi bir farkliliga rastlanmamistir(25). IL-2’nin
periferik T lenfositlerini indiikleyerek IFN-y tirettikleri gosterilmistir. Plevral sividaki
yiksek IFN-y seviyesi, hem IL-2’nin uyarmasi hem de antijenik sitimiilasyonla
gergeklesmektedir (61).

Sitokinler i¢in yapilmis c¢alismalar ¢ok genis ve kapsamhdir. Tiiberkiilozlu
hastalarda yapilan ¢aligmalarda sitokinlerin 6nemli bir makrofaj uyaric: faktor oldugu ve
onlarin iginde bulunan tiiberkiiloz basillerinin 6ldiiriilmesinde giiglii bir gorev tistlendigi
bir gergektir.

Sitokinlerin genel Ozelliklerinden bahsettigimiz boéliimlerde ve bu ¢alisma
konusunda oldugu gibi, sitokinlerle yapilan ¢alismalardan, IL-2 ve IFN-y seviyelerinin
tiiberkiilozda ortaya ¢ikan Thl hiicresel yanitta 6nemli bir gorevleri oldugu ve basillerin
yok edilmesinde T hiicrelerine aracilik ettigi goriilmektedir.

Bu ¢alismada amag; M.tb ile hastaliga yakalanan erigkin kigilerdeki tedavi 6ncesi
ve 2 aylik 4’lii INH + SM + RP + EMB) tedavi sonrasi serumlarindaki IL-2 ve IFN-y
seviyelerinin dlgililmesiydi. Bu nedenle alinan Orneklerde bakilan serum sitokin
degerlerinde tedavi Oncesi ve 2-aylik tedavi sonrasinda IFN-y seviyesinde anlamli bir
degisiklik goriilmez iken, IL-2 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

saptanmustir.
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Sonug olarak; ilk defa tiiberkiiloz hastalifina yakalanan kisilerde M.tb’un viicuda
girmesinden sonra IL-2 seviyesinde anlamli, IFN-y seviyesinde ise ¢ok az bir yiikselme
oldugu saptanmistir. Yapilan 2 aylik tiiberkiiloz tedavisini takiben sitokin degerlerinde ve
Ozellikle IL-2 seviyesinde istatistik olarak anlamli bir diigiis goriilmiigtiir. Yapilan tedavi
sonucunda hiicre igindeki canli basil oraninin biiyiik 6l¢iide azalmasinin T lenfositlerinden
salinan sitokin miktarinda da azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Sitokinlerin
makrofajlar icindeki canli basillerin 6ldiirlilmesindeki rolii g6z o©niine alinarak ilag
tedavisinin yaninda IL-2 ile tedavinin kombine edilmesinin, hastadaki basillerin yok
edilmesinde biiyiik katkisi olacagi, yapilan benzer ¢aligmalara ek olarak bu ¢alisma ile de
ortaya konulmustur. Ayrica her ne kadar IFN-y seviyelerinde anlamli olmayan degerler
saptanmis olsa da, antitiiberkiiloz tedavinin desteklenmesinde tek basina IL-2 vermektense,
hiicresel immun yamttaki pozitif etkileri goézoniine alinarak tedaviye IFN-y'nin da

eklenmesinin tiiberkiiloz hastaligina kars: savasta destek saglayacag diisiiniilebilir.
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