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GIRIS ve AMAC

Corynebacterium sdzcigd Yunanca'dan alinrmig olup, topuz
seklinde bakteriler demektir!. Bu cinste bulunan bakteriler gomakgik
seklinde olmakla beraber ug weya orta kisimlamnda giglikler
gosterirler. Corynebacteriumlar arasinda, insan icin patojen olmas
nedeni  ile  en dnemlisi  Swewmefscieriuvy  Giphtbarise dirs,
C.diphtheriae, halk arasinda “kug palazi” adi verilen difteri
hastalifimn  etkenidir we ilk olarak, 1871 yihnda Bretonneau
tarafindan difteri hastahifimn klinik  tablosu  aciklanmstirs
C.diphtheriae diginda, Corynebacterium’larin bir kism hayvanlarda
hastalik yapar ve bir ¢coju saprofit olarak toprakta, bitkilerde, sit v

sit Gronlerinde yagar!.

C. diphtheriae basil formunda, difteri hastahfimin etkeni
olan bir bakteridir. Bu patojenik bakieri normalde (st solunum

. Ancak kalp, bébrek,
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yollamna yerlegir, kan ve lenf dokularna geg
akcifer olmak Gzere ¢ok ¢egitli dokularda harabiyete neden
olmaktadir. Bu harabiyetin nedeni de basil tarafindan Oretilen

ekzotoksin'dirs,



Difteri hastahiinda immin yamt antikor bafjimhdir,
Gunki, difteri hastahifinda 610m basil tarafindan Oretilen toksinden
kaynaklanmaktadir ve toksine kar;y immin yamt antikor ile
saflanmaktadir. Bu I1gG tipindeki antikora antitoksin adi verilir.
Antitoksin, wvicut'ta kolaghikla yayrlabilmekte ve plasenta’dan
gecerek yeni doganlann  ilk .hir kac ayinda  immmidn  savunma

olugturmaktadir?,

Saghk uygulamalan geligkin Glkelerde agilamalarnn etkisi
ile toplumda olugan bafizikhis badh olarak C. diphtheriae'mn
olusturdugu difteri hastahklarimn sagist dnemli dlcide azalmigtir,
Dolayis ile difteri agis1 uygulanmasimin aligkanhik halinde bulundugu
toplumlarda S'inci yaga kadar uygulanan aktif bafigiklama sonucunda
toplumdaki  antitoksin  dizeyi ergenlik cafina kadar yeterli
yitkseklikte olmaktadir. Bu nedenle ortaya cikan kiinik olgularmin
salisy da o oranda digiktiir. Bir gok erigkin kKiginin kaminda yeteri
kadar antitoksin  bulunmadifindan  yeniden difteriye karg:

dugarhilagtiklan gordlmektedir® .
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Buna gare, herhangi bir kimsenin difteri toksinine karg
durumunu ortaya ¢ikararak, onun difterige kargy edilim ve direng
derecesinin saptanmasy biydk bir dnem tagimaktadir. Bu olay g
yontem ile gergeklegir. Bunlardan birincisi Schick testi, ikincisi

ELISA we Ggincisd de hicreler ile yamlan Bioassay ydntemidir

()

Bioassay yoéniemine aym zamanda in vitro ndtralizasyon testi d

= L=

denir!.

Serumdaki  antitoksin dizeyinin saptanmasinda ELISA
yontemi sikhikla kullamlmasinag kargin, a5 dQretim merkezlerinin bir
gofjunda ELISA kadar dofru sonuclar verebilen hicresel bioassay

yantemi kullamimaktadir®,

Hicresel bioassay ydnteminin temeli, hicre kiltdarindeki
fenol kKirmizisimin rengindeki  defisime dayanmaktadir. Difteri
toksinin sitotoksik etkisi sonucunda hilcre kiltirandeki canly memeli
hiicre sayisinda azalmaya badh olarak besiyerinde renk defisimi

meydana gelirt.



Biz cahigmammezda in vitro ndtralizasyon testini bir
tetrazolium tuzu olan MTT (3-14,5-dimethylthiazol-2y1]-2,5diphenyl
tetrazalium bromide) maddesi kullanarak Yero hilcrelerinin canhihik
ditzeyine gdre antitoksin dizeyini saptamaya  gahigtik. Canh
hicrelerdeki mitokondrigal slksinat dehidrogenaz  aktivitesind
gosteren MTT maddesi canhi hicrelerce indirgenip mor renkli
formazana dondgmesi  sonucunda renk  degigimleri  meydan
gelmektedir. Her dildsyondaki renk dedigimlerinin  absorbans

degarleri dlcdlerek toksin ve antitoksin dizeyleri saptanabitmistir

l‘.l:t(

Bu caligmadaki amacimz, agilama sonrasy 2-6 yag
arasindaki gocuklarmn serumlarindaki difteri antitoksin ddzeyini
hilcresel bicassay ydntemi ile saptamaktir. Bunun igin, serumdaki
antitoksin dizeyine gdre canlt kalan hicreleri, MTT maddesi
kullandiktan sonra olugan renk dedisimine gdre saptamaya gahigtik.

Bu yontern ile de difteri antitoksin dizeyi saptanmaya cahigiimigtr



GEMEL BiLGILER

LORYHEBACTERIUM DIPHTHERIAE

i1k olarak 1683 yihinda KLEES tarafinda
pseudomembran'dan  tespit edilen C.diphtherige basil formunda,
gram-positif, fakiltatif anaerob bakteriler grubuna girer®. Comakeik
seklinde olan bu bakteri yaklagik 1-6 prm boy ve 0.5-1 pm enindedir.
Kapsilsiz, sporsuz ve hareketsizdir. Oldukca fazla polimorfizm
gasteren bir yapisy vardir. Gardnim tam silindir geklinde olmagip
bazen diz, bazen hafif kKivrk ve ok kez bir veya ki ucunda giglikler
gisterir. Ureme amnda birbirlerinden kopan difteri basilleri yan yana
veya bir uglam  birbirlerine  yakin durumda  kahrlar. Biyglece
arganizmadan yapilan preparatlarda Cin harflerine benzer sekilde yan

yana bulunan basiller goralar!.
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C. diphtheriae her ne kadar fakiiltatif anaerob ize de,

oksijenli ortamda daha iyi ve bol Urer. Difteri basilinin Gretimi daha
gok Loffler besiyerinde ve & 0.4 potasyum tellirit konulmug sistinli
besiyerinde gerceklegir. L&ffler besiyerinde koloniler kicdk, gri
renkte ve dalgall kenarhidir, Potasyum telldritli besi yerinde diften
basilleri, potasyum tellirit’i indirgeyerek siyah renkte tellirid acida
gikarirlar ve bu besiygerinde Ureyen difteri basillerinin kolonileri
siyah renk alirlar. Bu dzellik, C. diphtherise "y bagka bakteriler ile
kamgik  ortamdan  ayirmak  icin kullamimaktadir. TellGrith
besiyerinde rediksiyon yapan bagka bakteriler var ise de bunlamn

kolonileri difteri basilininkiler kadar koyu siyah renkte degildir?.S.

Difteri basilleri 1s1ya karg) dayamiksiz olup S8 O0C'de 10
dakikada Olirler. Gin 13:1ging kargy duyarh, kuruluga karg ise
dayanaksizdirlar. Besiyerinde uzun sUre canhi kalabilirlerse de
patojeniteleri azalabilirler. Dezenfekianlara kars dauunu,awdlrlar?.
Difteri basilinin optimal dreme 12151 35-37 OC ‘dir. Optimal pH

dercesi de 7.6 civarn'n:!amr‘.



ANTIJENIK YAPISI

Lgpiraisciar iy Finttherise antijenik dzellik olarak son

» heterojendir. lgerifinde, protein yapisinds ve 1siya duyarh

T

derec

[y o}

olan K antijeni ile polisakkarit yapida, 1siya direncli O antijenini

bulundurmaktadirt®,

K antijeni patojeniteyi  belirlegen bir  antijendir
Antibakterigel imminitede blydk rol oynar. K antijenleri glikolipid
yapilt kord faktard ile beraber difteri basilinin virilansim belli bagh

determinantlardandir®.

o antijenterd polisakkarit yapidadir Ve tim
Corynebacteriumlarda yer ahirlar. Mycobacterium wve Nocardia

1da olugan gapraz reaksiyonlarin nedeni bu antijenierdirt®,

[w (]
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Corynebakteriyel hdcrelerin komponentleri mikemmel
antijenik yaplardir. Bu ylzden bu yamilar, deney hayvanlannin

imminizasyonunda adjuvan olarak fonksiyon gararler!0,

Difteri basilinin Grettigi ekzotoksin, yapis1 itibariyle bir
gok antijenik birimden olugur. Difteri toksini yapisal olarak iki
zincirden olusur ki bunlar “A° '-.:"e ‘B zincirteridir. "&° zinciri hicre
yuzeyinde toksik etkiden sorumludur. 'B° zinciri de toksinin hicre
ylzeyine yapigmasim ve toksik etkiden sorumlu olan "&° zincirinin
transferini saglar. 'A’ zincirine karsi olugan antikorlar toksik etkiyi
notralize edemezler, ancak ‘B zincirine kargi olugan antikorlar
yapigmayy  dnleyerek, toksik etkiyi ndtralize ederler. Toksin
isitilmakla ya da  formaldehit ile etkilegimi sonras1 etkisini
kaybeder ve antijenik yaprsim koruyan toksoid halini alir. Toksin

1009C ye kadar 1sitildifinda ‘B* fragmamn yapisinda bozulma olurken,
fragman "4 yapisinda bozulma olmaz. Toksin'in 20 pgd/ml ' lik formol

ile etkilegimi sonucunda toksin toksoid halini ahwr. Toksoid

hayvanlara verilerek antitoksik serum hazirtamr®,



.HASTALANDIRICILIK DZELLIKLERI

Larinahscia Ty Fifitfariss insanlarda difteri
hastalijim yapar. Difteri hastahiiy daha cok gocuklarda gdrilen bir

hastahktir ve yas ilerledikge difteri hastalifing daha seyrek

A

rastlamhr!?,

Cdiphtheriae daha cok Gst solunum yolu ile farinks
mukozalarinag yerlesir. Bazen gizde vwe deride yara geklindeki

lezyonlara da yeriegebilmekiedir. Organizma yerlesgtigi yerde irer ve

=

lokal bir enfeksiyon yapar. Organizmanin kan we lenf yolu ile

yiimast gok enderdir!,

Bakteri bulundugu mukozada Ureme aninda bir eksotoksin
yapar. Toksin mukoza tarafindan absorbe edilerek epitel tabakanin
yamsinda bozwlmalara neden olur. Epitel tabakasindaki harabiye
takiben geligen iltihabi reaksiyonlar sonhucunda fibrin igerisindeki
epitel hicreler, ldkositler, eritrositler ve bakteriler, birlikte gri

renkli bir tabaks olustururlar.



Tabana siwkica yamgik olan by tabaka  kaldimlmak
istendidjinde kapiller bir kanamaya yol acar. Bu nadenle bu gri renkli
tabakaya pseudomembran ya da yalancy zar ady verilir. Bu zar
bultundufu ortamlarda zararlara neden olur. Ozellikle larinks
icerisinde bulunmasy soluk zorludu, ikanma ve kanugma bozukluklam

gibi etkilere neden olabilir'l,

Her ne kadar bakterinin kendisi kan ve lenf dokularna
gepmese de bakterinin drettidi ekzotoksin kana geger ve difteri

hastalijinda girilen gensel belirtiler ortaya gikar 4

Toksinin etkileri sonucunda gegitli organlarda cegitl
defigiklikler gdrilebilir. Edbreklerde, bdbrek Gstd bezlerinde,
karacijerde ve kalp kaslannda parankim dejenerasyonu yag
infiltrasyonu ve nekroz gardlebilir. Sinir ve kaslarda dejenerasyona
bagli olarak dzellikle damak ve gdzde olmak lzere kas felgleri artaya

cikabilir 1.



YAPTIGI HASTALIKLAR

Earynahscterium giphthariss ‘'min etken oldufu, klinik
agidan en sk kargilagilan hastahik difteri anjinidir. Difteri anjini
C.diphtheriae’'min bofaz mukozasinag yerlegmesi ile ortaya cikar.
Hastahk, dkstrik damlaciklan ile saflam kigilere bulagabilir.

Difteri basilinin duyarh kKimseler tarafindan ahnmasindan sonra

basil konakgisinda 2-5 ginlik bir kulugka dinemi gegirir 1,10

Bu dinerm sonrasinda halsizlik, kKinmkhk, yorgunluk hissi,

hafif bojaz adrisy ve 37 OC'1ik ateg gibi hastahk belirtileri baglar.

3

Enfeksiyondan 24 saal sonra pseudomembran olugumu gozlenir ve
yagihr. Pseudomembran beyaz, gri-beyasz ya da gri-yegil renkie
olabilir. Afir difteri olgularninda burun, nazofarinks ve farinks

mukozalan pseudomembran ile Ortdlidir. Lenf dagamleri cok kez

gigmis ve boyun duvarian ddemlidir. Afjiz kotd kokar 19,



Toksinin kalp kasimn parankim dokusundaki
dejenerasyonu ve nekroz gibi etkilerinden dolay kalp atim sayisinda
ve atim diizeninde bozulmalar meydana gelir. Difteri hastalifinda
erken wveya geg dinemde olugan miyokardit  Gnemli  bir
komplikasyondur. Erken miyokardit 3 ve 7'ci ginlerde ortaya gikarak

glume neden olabilir. Geg rmua:xlfarmt ise 5 ve 14'ch glnlerde ortaya

-

kar. Afir durumlarda korma da ghrilebilir!,

\l'",l

Hastahifin gelismesi sonucunda  larinks ve trakeag
yalancy zarlar kaplar. Larinks ve trakes difterisi ady verilen bu klinik
formda diger belirtilere ek olarak ategin daha gok yikselmesi, namz
ve solunum sagisinin artmas), ¢ift sesli dkslrdk ve ses kKisikhij
ortaya ¢ikar. Bogulma hissini takiben dnlem alinmaz ise bofulma

sonucy 610m garalebilir 1

C. diphtheriae 'min etkeni oldudu dider klinik gekiller ise

sunlardir;



ay_Burun Difterisi : Daha cok kGgik ¢cocuklarda gardlen ve

ilk bakigta tek tarafh, daha sonra ¢ift tarafh nezle benzeri akintilar
ile kendini gisteren bir hastahktir. Bazen yayihim gosterip farinks

ve larinks mukozasina gegebilirs,

by Yulva-“agina Difterisi : Codunlukla sekonder olarak

difteriti cocuklamn elleri aracihiy ile genital bélgelerini enfekte

etmeleri sonucunda ortaya gikar 3.

)y Ghz Difterisi : Hasta kimselerin we yakinlarmn

bulagrmig elleri aracihify ile difteri basillerinin gize yeriegmesi ile
olur. Enfeksiyona bagka bakteriler eklenirse korlak dahi olabilir
Difterili gocuklarm muayene eden doktorlarnin gdzlerine Oksruk
damlaciklarinin sigramast sonucunda gdz difterisine yakalanmalan

olagandir 5.

d} ¥ara ve Deri Difterisi : Cegitli tipte yaralarn kirli el

veya fGksirik damlaciklamn aracihiy ile basil tarafindan enfekis

edilmesi sonucunda olugur &,



DIFTERI TOKSIiNi ve YAPISI

Earynehscleriv diphtsariss, insanlarda difteri hastalhify
nedeni olan eksotoksini drettifi, 1888 yilinde Roux ve Yersin
tarafindan agiklanmasy ile, bu grupiaki diger bakterilerden daha

fazla ilgi gormeye baglarmgtir 4.

Difteri toksini 535 amingasit dizisinden olugan bir
polipeptid zinciri olarak Cudiphtheriae tarafindan salgilamr. C
diphtheriae ile toksini Qreten faj arasinda lizojenik bir etki
mevcuttur. § - corynebakteriyofaj ady verilen bu faj ¢ift iplikili DNA
fajidir. Bu fajin uzaklagtinimast ile bakteri patojenik Gzelligini

kaybeder 12,



Proteolitik em_nmer ve tripsinizasyon ydntemi ile difteri
toksini iki fragmana aynhr. Bunlar, 24 bin Dalton afirhijinda olan ve
toksinin amino ucunu (MH) olusturan fragman A ile 38 bin Dalton
ajirhijinda olup toksinin karboksil ucunu (COOH) olusturan fragman
B'dir. Her iki ybntem ile fragmanlar 190, 192 veya 193'0nci

aminoasitlerin bulunduu bdlgelerden ayrihirlar 13,

Diftert toksininin yapisy Y gzeklini andiren 05 bafimsiz

balgeden olugmaktadir. Bunlar katalitik bdlge, transmembran bilge

<2
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reseptir baglanma bdlgeleridir. Bu 'Y seklinin temel kismim
transmembran bdlge olugtururken, bu yapimn bir kolunu katalitik
bilge, difer kolunu ise reseptér baflanma bélgesi olugturur 13

Sekil-1}.

Toksinin amino ucunu katalitik biélge, karboksil ucunu
reseptir baifjlanma bilgesi we bu iki bdlge arasindaki yeri ise
transmembran bdlge olugturur. Bunlar siram ile 1-193, 386-535,
205-378 arminoasit dizilimlerini icerirler. Her {¢ bdlgenin de

ayirdedici dzellikleri vardir's .
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Diftery toksinimin molekiler yams qirilmekiedir. Sekil'de T’

;

ekil-

bolgest katalitik bedge, 7' bolgesi transmembran bilge, 'R’ bilgeside reseptir badianma

1ni geztermekied

5

biilge
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a. Katalitik Bolge : Katalitik balge & tane fi - ipliksi yam

ve 7 tane oo — helikal yap icermektedir 13 Aktif bdlgeyi olugturan
yapisal yarklan icermesi ile karakteristiktir. ApUp
{(Adenylyl-(3',5)-uridine 3'-monophosphate) adi verilen bu bdlge
diniikleotid yapiy baflamas1 ile tammlamr, Ozellikle bu yapimn
kendisi toksinden ayn olarak hicre yuzeylerine yapigma tzelligi
bulunmaktadir. Bu da ApUp 'un bir parcasimin reseptor baglanma
bilgesinde oldujunu gbstermektedir'S. Bu aktif bdlgedeki aminoasit
dizileri arasinda yikim olayinda blyuk rol oynayan, Glu14a ve NADY
bafjlanmasinda  biyok pay sahibi  olan His2l  ve Tyr6s

bulunmaktadir!®.16,

b. Transmembran Bolge : Transmembran bélge iki veys

daha cok paralel olmayan dokuz helikal yapidan olusur. Buna benzer
bir yapt Colicin A'min yapisinda da bulunmakiadir. Bu bdlge pH
defisikliklerinin neden oldufu membran gegiglerine sebebiyet

vermektedir 12,



dlgesi - Reseptdr badlanma bdlgesi

on tene f-ioiiksi wamy icermekiedir. Reseptdr baflanma boigesi,

slarax THF ve imminglobuiinierin Gefdisken biigelerine
oenzemeaxtedir. Gana 0ok by Genzer odigeier ile reseplir tanima

geroRKiesmektedir

Difteri tekaininin yapisinda yer slan  akhif  bolgsler

e . Zar biflge katelitik bilgeyi, yssil biige transmembran bdlgeyl, mavi
boige reseptor badlanma bolgesimi temsil etmekiedir. Yapimn ortssinda beusz renkh

bifloe Aol ady veriien aktif biloeyi gosterir
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.DIFTERI TOKSINININ ETKi MEKANIZMASI

Proteinlerin  biyolojik membranlardan nasil  gectigi
sorusunun cevabl, cesitli arastirmalar ile bulunmaya gahigilmigtir,
Ozellikle proteinlerin mitokondriye wve endoplazmik retikuluma
aktarmlmalam konusundaki galismalar bu konuya 131k tutmustur.
Bunun sonucunda da O karakteristik dzellik apiga gikartiimistir,
Bunlar;

{1} Translokasyona maruz kalan protein molekdlinin,
membran reseptorlerince tamnan, yani hedefi olugturan amino ucu
bulunmaktadir,

(i1} Protein translokasyonu esnasinda bir dizi metabolik
reaksiyonlar ile membran potansiyeli bu  olaya  hareket
kazandirmaktadir.

(iii) Translokasyon olayinin bagaris) igin proteinlerin
gevsek olarak tutulmus olmasi gerekmektedir 17.

Bir ok protein yapisindaki toksinler Katalitik bdlgelerini
okaryotik hicrelerin sitozollerine aktanmriar, Bu aktarma olayimin
molekiler mekanizmasim  anlayabilmek igin caligmalar difteri

tokszini tzerine yogunlagmistir,
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Difteri toksini, 58 KkDa'luk bir polipeptid olarak
Lorynehscterivm  giphtherise  tarafindan salgilamir. Digilk
konsantrasyonlardaki tripsin ile etkilegimi sonucunda toksin,
birbirlerini distifit baflam ile bagh tutan iki fragman'a balinur,
Bunlar, ‘A" ve 'B' fragmanlandir. Difteri toksininin hilcre igerisine
giriginde, hiicre yuzeyindeki 6zgll reseptdriere baglanan 'B' fragmam
bigik rol oynar. Hicre yuzeyine baflanmay endositoz takip eder ve
endozomlardaki dusik pH, 'A" fragmaninmin endozomlardan sitosol

icerisine aktarlmasina neden olur 18,

Difteri toksininin sitotoksik aktivitesi sirasy ile su
basamaklar ile gerceklegir;

I. Toksinin, hicre ybzeyindeki 6&zgil reseptdrierine
baglanmas,

2. Toksin-reseptdr kompleksinin hiicre igerisine girigi,

3. Toksinin "A’ fragmanimin hilcre icerisine aktarimasi,

4. ADP-Ribose grubunun EF-2'ye aktarmlmasi ve protein

sentezinin durdurulmas: 12,



E zinciri ckaryotik _A

tiicreye baglamr

uapisal dedigiklikler olur
¥ Endositik vezikiil

Sitoplasma

A zincirinin sitoplasma

| igerisine translokasyonu

Sekil-3 : Difteri toksininin etki mekanizmas,
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Toksinin ‘B fragmamnda yer alan reseptdr baflanma
bélgesi, hilcre yiizeyindeki bir reseptire baflamr. Bu reseptor ile tam
baglanmayl sadlayan kisim 482-535'inci aminoasitlerin yer aldij
bélgedir 19. 'B' fragmam "A’ fragmam ile de iligkilidir; boylelikle "A’
fragmammn hicre sitoplasmasina aktanimasina destek olur. Toksin
hiicre yizeyine badlandiktan sonra hicre, toksini endositoz yolu ile
vezikiller icerisine ahir. Toksin aktivitesinde endositozis dnemli bir
basamakiir glnki vezikil olustuktan sonra buradaki digik pH dederi

translokasyon olayin mirmkin kilmaktadir 20,

Endositik vezikdller icerisinde pH dederi S civarna
digtign zaman asidik amino asitler protonlamiriar ve bu da pH 7
civarinda globular form'da bulunan toksini az da olsa hidrofilik
duruma getirir. Yik dafilhimndaki dedigiklikler hem "A’ hem de ‘B
fragmanlannda kismi aynimalara neden olur. 'A’ ve 'B" fragmanlarim
bir arada tutan disdlfit badlarimn kopmasi ile sadece 'A’ fragmam
sitoplazma igerisinde yer ahr. Bu da 'B' fragmamnin membran
boyunca yer almsina ve sadece A’ fragmammn sitoplazmada

bulunmasina olanak saglar 2!



s BRe

Difteri toksininin 'A’ Tragman’ fkaryotik hlcrelerde bir
enzim gibi hareket ederek MAD™ we zincir uzatma faktorii EF-2
arasinda inaktif bir ADP-Riboz-EF-2 kompleksi olusturmakta ve bu
olay translokasyonu engelleyerek hicrelerde protein sentezini inhibe

etmektedir 22,

MAD* +EF -2 &= ADP - RIBOSYL - EF - 2 + NICOTINAMIDE + H*

ADP-ribosyl  grubunun  baglanmasi  ahigiimadik  bir
histidine tdrevi 1le olur ve buna diphthamide histidine ad
verilir. Bu degisik histidine tdrevini olusturan nikleotid dizilimi
EF-2'nin translasyonundan sonra gerceklesir ve tum dkaryotik hicre
tiplerinde yer alir. Diphthamide'in okaryotik hiucrelerdeki gorevi tam
olarak anlagilamamasina ragmen, diger hicresel proteinlerde defil
de sadece EF-2'de yer almasi difteri toksinindeki "A° fragmammn
nigin  dzellikle EF-2'yi  inaktive ettidini aciklayan bir neden

olabiliri2,
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.DIFTER] TOKSIiNi — HUCRE RESEPTORU iLiSKISI

Difteri toksininin 'B' fragmammn hicrelerce tamnmasi
yillarca gizemliligini koruyan bir konu idi. Bu gizemin gdzilmesi ‘&'
fragmammn translokasyonunun agiklanabilmesi igin  gereklidir.
Clnkl, 'B' fragmam ile hicre yiizey reseptdrinin iliskisi sonucu,
baglanan toksinde yapisal dedigiklikler meydana gelmektedir.
Toksindeki yapisal dedigiklikler ve endositik vezikillerde meydana
gelen dedigiklikler translokasyonu gerceklestirir. Ayrca difteri
toksininin - aktivitesindeki duyarhihk hicre ylzeyinde bulunan

fonksiyonel reseptdrierin sauist ile orantihidir 23,

Difteri toksini ve hicre iligkisini saglayan reseptdrin,
hiicre geligmesi ve farkhilagmas: igin énemli bir sinyal gérevi goren
heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF) oldufu

saptanmigtir.
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HE-EGF i1k olarak hiicre ylizeyine nakil edilir ve ardindan
hiicre membramna girer. Proteolitik parcalanma sonrasi reseptérin
aktif kisrm  hicre ylzeyinden aynihir wve aktivitesinide yitirir.
Toksinin  'B'  fragmamnca  tamnan, HB-EGF  reseptériinin

pargalanmarms seklidir 12,

AKTIVITEYI ETKILEYEN FAKTORLER

Difteri toksininin hilcre yilzeyine yapismasina ve bunu
takiben hiicre sitoplasmas) icerisine gecisine engel olan in vivo ve in

vitro etkenler mevcuttur. Bu etkenler;

8. Endositozik vezikdller igerisindeki pH deferi beg
civarinda iken, toksin yapisal degigiklide maruz kahr. Bu
defjigiklikleri membran yiizeyinde deliklerin olusumu takip eder ve
ardindan  'A"  fragmamnin  hiicre membram  boyunca transferi
gergeklegir 21,

b. Fe** konsantrasyonunun, bakterilerden toksin salimm

icin optimurm 0.14 pgr/ml. olmasi gerekir 2%,
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c. Ozellikle, toksinin hiicreler (zerine sitotoksik etkisi
uzerinde gahigirken, hiicre yogunlufu ile toksin aektivitesi arasinda
ters orantihl bir iligkinin olduunu unutmarak gerekir. Ortamdaki
hicre yofunlugu arttikca toksin ile etkilesimde bulunacak olan
reseptdr sayis1 azalacaktir 24,

d. Aminoasitlerin toksinin yapisindaki yeri ve dzellikle
konumlar toksinin aktivasyonu agisindan onemlidir. Prolin345 ve
prolin308 translasyon olayimn gerceklesmesinde dijer aminoasitiere
qéire daha etkindir. Ozellikle prolin345S dizerinde yapilan dedisiklikler
aktivitesini yitirmis toksinin elde edilmesinde kullamlmaktadir 6.
Ayrica, histidine21 ve glutaminenin de lizis olayinda dnemli rol
aldiklan belirtilmektedir 25

e. Ayrnica, in vitro kogullarda 12-o-teradecaoylphorbol
13-acetate (TPA), salisilat ve Florid'in reseptérierde fosforilasyona
neden olarak, difteri toksinine karsi hicreleri koruyucu bir etkisi

olduju belirtilmigtir 26,



DIFTERIYE KARSI BAGISIKLIK ve DIFTERIYE EGILIN

Difteri hastahijy gegiren kimselerde uzun sGreli bir
bafigikhik meydana gelir. Bafigik kimseler yeniden difteri basilleri
ile enfekte olabilirler fakat toksine karg diren¢li olduklarmndan
difteri hastahiy ortays ¢ikmaz. Yani bu bafisikhk antitoksik bir
bagigikhktir. Difteri hastahfr esas olarak difteri toksininin etkileri

ile olugtujundan, hastalia karg1 direng, kenda ve dokuda bulunan

antitoksine baghidir 1.27,

Bir kimsenin herhangi bir andaki difteri toksinine kars
durumunu ortaya ¢ikararak, onun difterige karsy egilim ve direng

derecesi dlcilebilir. Bu durum iki yoldan incelenir !,

1. Serumda bulunan antitoksin miktarnmn saptanmas,

2. Difteri toksinine kars duyarhihigin belirlenmesi .



1- Serumda Bulunan Antitoksin Miktarini Saptamak

a) In vivo Matralizasyon Yontemi : insandan alihan serum,

titresi bilinen difteri toksini ile kanmgtirildiktan sonra hayvanlara
enjekte edilir. insan serumlannda bulunan gok kicik miktarlardaki
antitoksini ortaya cikarmak igin serum ve toksin kangimlan
kobaylamn derilerinin ii;,erising verilir. Kobay derisi igerisine
verildifinde gigme, eritem ve en son nekroz meydana getiren toksin
mikiarn bulunur, Bu toksin miktarna deri reaksiyon dozu veya deri
nekroz dozu {Lr} adi verilir ki bu miktar Minimum Oidirme Dozunun
{M.0.0) 1/250 - 1/500 kadardir 1.3,

Bir tip icerisine standart toksinin bir reaksiyon dozu (Lr)
kadar rmiktarlart konur. Uzerlerine kamindaki antitoksin miktar

belirtenmek istenen kiginin serumundan her tip igerisine defigik

[}

miktarlarda katihr. Tapler 2 saat 37 OC, 22 saat +4 9C ‘de ve tekrar
yarim sast 7 OC 'de bekletildikten sonra her tdpten alinan
0.1ml 1k miktarlar aym kobauyin derisi igerisine ve aym ayn
noktalardan verilir. Baylelikle bir doz toksini ndtralize edebilecek

antitoksinin ne kadar serum igerisinde bulundufu saptanarak,

antitoksin miktar belirlenmisg olur 4.
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bY in witro ndtralizasyon testi : Bu metod difteri

toksininin memali  hicrelerin  geligimini  engellemeasi  olaypdir.
Toksininin  bu  etkisi, serum Grneklerinde bulunan  difteri

antitoksinince engellenmektedir. Serum Grnekleri, toksisite dizeyi

l.‘

bilinen toksin ile kanmgtinldiktan sonra, plastik  titrasyon

ot

plaklarinda degigik dildsyontar yapihir. Kisa  bir  inkibasyon
siresinden sonra (zerlering Hela veya Yero hilcre sdspansiganlan
gklenir. Z-4 ginlak inkdbasyon  sdresinden  sonra titrasyor

plaklarinda renk degisimleri saptamr 4.

Yero hiicresi diteri toksinine son derece duyarh bir
hucredir ve toksin ile iligki kurabilecedi gok fazla reseptir
icermektedir. Serum dilisyonu ¢ok miktarda antitoksin igeriyor ise
hilcreler geligimlerini surdirdrler ve besiyerindeki renk, kirrmizidan

e

sarya dondglr 25

c) Hemaglitinasyon : Tannik asit ile muamele edilmig ve

yalmz toksin ile dugarhlagtinimig eritrosit slspansiyonlan ile
difteri antikorlanimn agldtinasyonudur. Hemagliatinasyon testi ucuz
olmast, cabuk sonug ahnabilmesi ve duyarlihdimin yiksek olmas) gibi

nedenlerden dolay tercih edilmektedir 4



d) ELISA : Difteri toksini gibi eksotoksinler lipofilik
yapilarindan dolay tdplerin zeminlerini kolayhkla kaplayabilirier.
Direkt ELISA sonuglamna gire antikor dizeyi 0.1 1U/ml. den yliksek
bulunan sonuglarda ELISA testinin in wivo ve in vitro nitralizasyon

testlerinin sonuglam ile korelasyon gdstermektedir. ELISA testinin

Cj:l
.—+
—J
m
l:l

g difteriye dzgi 1g6 antikorlanmn dlgtimesidir 14,23,

2-pifteri Toksinine Kars: Duyarhiligin Belirlenmesi

Gelli oranda sulandininmg standart difteri toksininden
belli bir miktar deri icerisine verildigi zaman bu kimselerin kan ve
dokulamnda  bulunan antitoksin titresine gére farkh reaksiyon
sonuclar aliar. Serumlaninda yeterli didzeyde antitoksin bulunan
kigilerde enjekie edilen toksin ndtralize edilecefinden hig bir
reaksiyon gorilmez. Bajigikhidy olmayan kisilerde eritemden nekroza
kadar giden reaksiyonlar ortaya gikar. Bu esass dayanan bir test ilk
olarak Bela Schick tarafindan bulunmug ve bu test de Schick testi

olarak adlandintmigtir 4.



Schick testinde toksinin 1/50 minimum &1diricid dozu 0.1
ml. s1¥1 hacminde 8n kol derisi igerisine verilir. Dijer kola kontrol
olarak aym miktarda isitilrmg toksin veya toksoid verilir. Sonhuglar
24'0ncl ve 48'nci saatler ile 4 ve 6 nc ginlerde incelenir. Test
yapilan kiginin bajigikhk derecesine gire 4 tip reaksiyon ortays
cikabilir. Schick test dozu QQO01 Onite standart antitoksin ile
kangtinidiktan sonra kobayda deri icine enjekte edildijinde 10 mm.
capinda  eritemli bir lezyon olugturan toksin miktam  olarak

belirlenmigtir 4

Jlumlu reaksiyon; test ygapilan kigide toksini natralize
edebilecek miktarda antitoksin bulunmadidt zaman gdrilen ve toksin
verilen kolda dnce Kizamkhk sonra giglik geklinde ortaya cikan, en

Gksek simra 4Unchd gin ulagtiktan sonra daha saonraki ginlerde

f.l..

esmer bir leke hrakarak kaybolan reaksiyondur. Tepkime, toksinin
deri hicreleri Gzerine olan 6ldirGcd etkisine bafhdir. Kontrol
kolunda hig bir reaksiyon meydana gelmez. Bu kigilerde bafisikhk ve

allerji yoktur 3



Diumsuz reaksiyon, Kigide yeterli miktarda antitoksin var
ize enjekte eadilen toksin ndtralize edilecedinden hem testin
yapr1digr yerde hemn de kontrol kolunda reaksiyon grilmez. Bu kigiler

difteriye kargi bafjisik olup, allerjik degildirler 3.

Yalanct reaksiyon ise, enjeksiyon yapilan kollarmn her
ikisinde de 6-15 saat sonra gordlen ve 2-4%ncl gind kaybolan
reaksiyonlar vardir. Bu reaksiyon, toksin disindaki difer maddelere
kargt kiginin as;int dugarhihiqim gésterir. Asin dugarhihk toksinin
elde edilmesi igleminde ortamda bulunan proteinlere  kars
olugmusgtur. Bu reaksiyon daha Once difteri hastahiy gegirerek
difteri basillerinin proteinlerine karg dugarhihk kazanmg kigilerde

daha gok goralir. Olumsuz reaksiyon gibi deder tagir 3.
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Birlegik reaksiyonda, hem olumlu hem de  yalano
reaksiyonlar beraber geligir. Kigide dnce yalancy reaksiyondaki gibi
her iki kolunda da kizamkhk ve giglik ortaya cikar. Fakat 2-4 gun
icerisinde kKontrol kolundaki bulgular ortadan kalkmasinag kargihk
toksin verilmig koldaki bulgular olumiu reaksiyonlar gibi geligir. Bu
kigilerde bafisikhik yoktur ancak bir asin duyarlibik vardir. Olumlu
sonug gibi deferlendirilir 3.

AKTIF BAGISIKLAMA

Difteri hastahgy toksinin yaptidy bir hastahik olduguna
gore aktif bafisiklifin da toksinden hazirlanmg agilarla safjlanmasi
gerekir. Gantmizde iki tip ag sikhikla kullamlmaktadir. Bunlar, s1w
toksoid tipi ve alum ile presipite edilmig toksoid tipidir 9.

Siwv1 toksoid, kuvvetli bir toksinin icerisine & 0.3-04
oramnda formalin eklenmesinden sonra 37 YC'de bir ay bekletilmesi
ile elde edilmektedir. Bu s1vimin antijen dzelligi bozulmadidr halde
toksik etkisi ortadan kalkrmgtir. Bu nedenle, organizmaya verildikten
sonra olugan antikorlar esas toksin ile birlegip onun toksik etkisini
ortadan kaldirrlar. Formol toksoid agis bugln difterige kargt aktif

bafigiklamada dlkemizde yaygin olarak kullamimaktadir 1.5,
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&1-2 potasyum alum ile presipite edilmig toksoid, formal
toksoide gore daha yilksek basfigikhik vermektedir. Bunun nedeni
presipite edilmig toksoid suda erimediginden deri altinda uzun sire

kalarak bafisiklamaya ve badigikhifin uzamasina neden olmaktadir S,

&gilama  yontemi ile  aktif bafigiklama  ahigkanhi
bulunmayan toplumlarda gerek in witro ve gerekse Schick testi
ydntemieri ile yapilan aragtirmalar sonunda difteriye karg egdilimin
yaga baglt olarak belirli bir defigiklik gosterdifi ortaya konulmustur.
Yeni dodanlarda, anne kanmndan plasenta yolu ile gegmig olan g6

yapisindaki antikorlara bafimh bir direng e:aptanrmgtlr‘ ~

Bu direng birinci  yasin  sonuna dogru, gittikge
azalmaktadir. Bir yagindan sonra 14 yagwna kadar insanlarnin
kamndaki antikor miktam az olup zaman zaman inig ve gikiglar
gostermektedir. Buna gdre difteriye kargi edilimin en gok bulundugu
yaglar bu yas gruplam olup difteri olgulam en gok 5-14 yaglan
arasinda ortaya cikar. 14'Uncl yagtan sonra ise genel olarak antikor
titresinin  ylikselmesi ve hastahda karg;v egdilimin  dismesi

saptamr! 4.
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Difteri  azisimin uygulanmasimn ahigkanhk  halinde
buluduju toplumlarda ise S'inci yaga kadar uygulanan aktif

bafigiklama sonucunda toplumdaki antitoksin dizeyi ergenlik ¢afina

el

adar yeterli yiksekliktedir. Bu nedenle ortaya ¢ikan Klinik olgularn

sa1st da o oranda digiktir 2,

.TAHNI

Difteri benzeri organizmalan, kesin difteri tams
koyabilmel amac ile Lorynehscia Ty diphtharise dan
ayrabilmemiz gerekir. Bu amag ile iki farkh yol takip edilir. Bunlar

in wivo ve in vitro testlerdirso,

1. In vivo testi, kobayin deri altlarina 4-3 ml. sUspansiyon
enjekte edilmesi ile gergeklesir. Sispansiyonun enjekte edilmesini
takiben kobaylardan birine iki saat Gnceden 250 Gnite antitoksin
verilir. Anititoksin verilmeyen kobay 2-3 ginde dlGrken, antitoksin

yerilen hayatts kahir 7.
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Sekil-4 - in vive gontem ile antitokain dizeyinin dlctimi

in vilro testinde ise, 220 at serumu igeren agar plajina

ot

gice doyuruimus filire kadid yerlestirilic. Siphel
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MATERYAL VE YONTEM

. 1-MATERYAL:

RPMI-1640, (Sigma Chemical Co.MO,USA)
MEM, {Sigma Chemical Co.MO,USA)
Fetal Calf Serum, (FCS, Seromed, GmbH, Germany)

SEYC'1ik su banyosunda 30 dakika tutularak inaktif dururna getirildi.

B-Cihazlar:

Santrifdj, Hermle ZK-380 {Hermle AG Germany)
Laminar Flow, (Nuaire Class 2 Type A/B3)

Su Banyosu (Techne TE 61}

Binokidler Mikroskop, (Mikon Labophot-2)

Elisa okuyucusu, {Pasteur Diagnostics, LP 400}

%5 COo ve 379C1k ortam igeren etiv, (Nuaire)
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C- Kimyasal Maddeler

Difteri  Toksini  (Refik  Saydarm  Hifzisihha
EnstitGtisd Az Geligtirme ve Uretim Merkez'inden temin edildil)

Difteri  Antitoksini (Refik Saydam Hifzisihha
Enstitist Ag1 Gelistirme ve Uretim Merkezinden temin edildi.)

Trypan Blue, 80.2'1ik NaCl iginde. (Merck, Darmstad
Germany)

Izopropyl Alcohol (Merck, Darmstad Germany)

209 Nall igceren serum fizyolojik solusyonu

3-14,5-dimethylthiazol-241}-2,5diphenyl
tetrazolium bromide; MTT (Sigma,M2128)

Trypsin-EDTA solusyonu {Seromed Biochrom KG,

—
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E-Dider Malzemeler

Pipet {Costar)

Steril, didz tabanh, kapakhi, 96 gukurlu
mikrotitrasyon plafi {Corning, 25861, New York, U.S.A)

15 ve S0 ml'lik polypropilen, steril, kapakh, konik
tabanh tipler (Greiner, Germang}

Plastik petri kab1 {Greiner, Germany}

Hicre sagim lam ve lameli

75 com®lik hicre kitdr flask'lam  {Greiner,

Germany)

F- ORMEKLER

Serumlar, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Safhij
ve Hastahklam Anabilim dalt Saflam GCocuk Poliklini§indeki 2-5
yaglam araswndaki 6 asiht gocukdan alinan Kanlarmn santrifij
edilmesi ile saflanmmgtir. Bu serumlar deneyler dncesinde 56 OC 'lik

su banyosunda yarim saat bekletilerek inaktive edilmigtir.
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A1 YONTEM:

A-Hedef Hicrenin Hazirlanmas: :

Insan serumlarinda difteri antitoksin dizeyinin
saptanmast amac) ile ATCC'den alinan, YERD (Afrika Yegil Maymun
Bdobrek Hacreleri, ATCC CCL 81} hicreleri kullamildi. Hicreler
cahigma plam yapilena kadar dzel tipler de swvi azot igerisinde
bekletilerek saklandy. Hlcre kO1tOrd yapiimadan dnce sy azot
icerisinden ¢ikartilan tapler, iceriklerinin cozl@lmesi amacy ile bir
kag dakika 37 derecelik ortamda muhafaza edildi. Taplerdeki icerik
15 mi'lik steril santrifaj tdplerine aktamlarak dzerleri RPMI-1640
ile 13 ml'ye tamamiandt ve 1400 rpm’de 10 dakika santrifij edilerek
yikandi. Hicreler 14 ml Z5 FCS igeren RPMI-1640 ile sispanse

edilerek 75 cm 2 "lik hicre kltar flasklarina aktanldi. iki ginde bir
besi yeri defigtirilmek kogulu ile 37 PC'de 35 CO, igeren etivde

inkibasyona birakild1,
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B-Difteri Toksinin ve Antitoksinin Hazirlanmas: ve

Lullamimast

Refik Saydam Hifzisithha Merkezi A1 Uretim ve
Aragtirma Laborstuvari'nda elde edilen difteri toksinin 440
Lf/ml.'lik toksin dozu gok yiksek oldufundan, kullanabilecedimiz
dizey olan 200 Lf/ml. "1k tr:xk«:-.irj dizeyine getirildi. Bunun icin 440
Lf/ml1. ik liyofilize difteri toksini Ozerine 2.2 ml. RPMI-1640
koyuldu. Baylelikle, toksinin toksin dizeyi 200 Lf/mi 1k dizeye
indirilimig oldu. Daha sonra, 2.2 ml’lik icerik 0.2 p'luk filtreden

gecirilerek steril edildi.

Difteri toksini ve antitoksini ile yapilan caligmalar 4

basamaktan olugmaktadir. Bu basamaklar siras: ile;

1.Difteri toksininin Vero hdcresi Gzerine etkisi ve aym
zamanda ham difteri toksininin dildsyon oraninin saptanmasi,
2.Difteri toksininin minimum sitotoksik doz (M.S.0)

dlzeyinin saptanmasi,



3 Hucre dlumine engel olan standart antitoksin dizeyinin
saptanmas,

4 Hicrelerin 48lumine neden olan serum ve toksin
dizeylerinin saptanmasidir,

Birinci basamalkta, difteri toksinin “Yero hilcresi fzerine
toksik etkisi aragtimidi. Bunun igin 96 cukurlu diz tabanh kapakh,

steril mikrotitrasyon plafinda toksinin 1:2 oramndan baglayip

s
Cl.l
‘u‘q
1,'_,‘! |

86608 oramna kadarki 152 seri  dildsyonlan  RPMI-1640
kullamlarak yapiirmgtar

Dilhsyonlarn ayarlanmasi tamamlandiktan  sonra
kugucuklara hiicrelerin dafitirm yapildi. Bu asamada, 75 cm@'lik
hilcre Ktar flaskindaki besigyeri dokidlap flaskhn ici £20.9Muk serum

fizyolojik ile yikanarak besiyerinde bulunan iki degerlikli atomlar

P
[

aklagtimldi. Bu iglem sonrasinda, flask ylzeyine yapismig olan
hicreleri ayirmak amact ile flask igerisine, 1:10 oraminda serum
fizyolojik ile dilde edilmig Trypsin-EDTA solusyonundan 10 mil.
eklenerek hicreler 379C1ik ortamda 3-5 dakiks bekletildi. Flaskin
kenarlarna hafifce vurularak zemine yapigan hicrelerin aymnimas

safland) 32,
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Hicre ile Trypsin-EDTA karmgiumi igeren sdspansiyon, S50
ml.lik tip icerisine bogaltilarak, dzerine F0.97uk serum fizyolojik
eklendi wve 1500 rpm'de 10 dakika santrifij edildi. Bu yikama iglemi
sonucunda hiicreler Trypsin-EDTA solusyonundan temizlenmig olur.
Hacre g¢dkelegi Z10 FCS igeren RPMI-1640 ile sdspansiyonu
yapildiktan sonra Thoma laminda sayilarak, hicre saps 2%10°
hilcre/ml. ye ayariandy. Bu hlcre slspansiyonundan 100°er pl. tim
kuyucuklara dafhtild ve igerisinde toksinle beraber 200 pl./kuyu
icerik bulunduran deney plafi dért gin bogunca 37 °C ve %5 COp
iceren etivde inkdbasyona birakildi.

Dardinci gin sonunda her cukura steril gartlarda 20 pl.
MTT koyularak 37 9C de 4 saatlik inkGbasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda, plak 3000 rpm de 10 dakika santrifaj edildi ve ardindan
kugucuklardaki sipernatanlar zemine yapisnns hicreleri kaldirmadan
cok kanalll pipet gardimm ile alindi. Bu iglem sonrasinda zaman
kaybetmeden her bir gukura 200 pl. 1sopropyl alkol koyularak deney
seti +49C'de 24 saat bekletildi. Bu sdrenin sonunda 550 nm. filtreli
Eliza okuyucusunda tdm cukurlardaki optik dansite dederleri elde

edildi.
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Sekil-6 : Difteri toksininin sitotoksik dizeyinin saptanmasim
gisteren deney seli.ll we 12%nei siitunlanin E, F, G, H swralan siras1 ile Yero ve

besiyeri kantrolleridir.

Birinci basamakta bulunan defer, ikinci basamaktaki
deneylerde kullamilan difteri toksininin maksimum sitotoksik dozu
olarak kullamldi. Buna gdre, ikinci basamakta saptanacak olan
minimum sitotoksik doz (M.5.D), birinci basamakta oldudu gibi difteri
toksinin 96 gukurlu, steril, kepakh, diz tabanh mikrotitrasyon
plaginda dilGsyonlan yapilarak bulundu. Hicreler, birinci basamakta
olduju gibi tripsinizasyon, yikama ve sayim iglemleri sonrasinda
2%10°  hiicresml. ik sispansiyondan tdrm kuyucuklara 100%er pl.
dafitildi. Diliisyon oranlam 1:2 oramindan baglayip 1:2048'e kadar

cikartyldy.
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Sekil-7 : Difteri toksininin %100 Gldirme dozu olan en yilksek
titrasyonun saptandidi deney 2eti G s1rax hiicre kontrol H s1ras toksin kontrol
stralarydir.
Bu deney sonucunda saptamlan doz, minimum
sitotoksik dozdur. Bu da kullamlan toksinin 100 dlume neden olan
rmaksimum titrasyondaki dozunu gdstermektedir. Bu titrasyondaki

doz kullamlarak standart antitoksin dizeyi saptanabilir.

Uciinc basamakta, hicre &10mine engel olan standart
difteri antitoksin dizeyinin saptanmasi icin toksin miktarm sabit
tutularak, standart difteri antitoksininin 1:2 oramindan baglayip

1:2097 152 oramna kadar 1/2 seri dildsyonlamn yapiidi.
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Bu agamada deneylerin yapilabilmesi igin 105 1U/ml. ik
standart difteri antitoksini bir giin énceden 56 OC1ik su banyosunds
30 dakika tutularak inaktif duruma getirildi. Elimizdeki 105 IU/ml.1ik
antitoksin 1:10 dilde edildikten sonre 0.2 pluk filtreden gecirilerek
steril  edilmigtir. Steril durumdaki standart antitoksin 1:15 dilie
edilerek kullamlabilir dizey olan 20 IU/m1. lik dizeye getirildi. Bu
20 USmi Tk standart antitoksinin 1:2 oramndan 1:2097152 oramna
kadarki 172 seri dilisyonlan hazirlanarak 96 gukurlu, steril, kapakl
mikrotitrasyon plajinda dagitirm yapiidi. Bu iglem esnasinda difteri

toksininin toksisite dizeyi ve kuyucuklardaki miktar sabit tutuldu.

Kutlamlan hiicre sayisi 2x10° hilcre/ml'de olacak gekilde
ayarlanarak her kugucufa 100’er pl. gelecek gekilde dafjitildy. Bdylece

her kuyucuktaki toplam icerik 200 pl oldu.



Sekil- G :Difteri antitoksin dizeyinin saptandidy deney seti. G s1ras toksin
kantrol ve H sirast antitoksin kontrol siralaridir. 11, ve 12, siitunlanin b, E, F, siralan

hiicre ve besiyeri kantrol siralamdir.

Dordanc  basamakta ise, 2-5 yag arasindaki asih
cocuklarin serumlanndaki difteri antitoksin ddzeyleri, standart
difteri antitoksin dilisyonlan ile karsilagtirlarak
dederlendirilmeye galigildi. Bunun icin, kullamlacak serumlar ilk
once S6YC 1ik su banyosunda 30 dakika tutularak inaktive edildi.
Daha sonra her gukura 30 pl hacimde dagitilan difteri toksini zerine

1:2 oramndan baglayip 1:32768 oramina kadar dilile edilmig

serumlardan SO pl dagitiidi.
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Bu 100 pllik igerifin Ozerine 2x10° hiicre/ml. 1k
siispansiyondan100 pl tim kuyucuklara dafitildi. Deney plaklar 4

ginlk inkibasyon siresince 37 °C'lik &5 CO, iceren etlvde muhafaza

edildi.
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BULGULAR

Birinci basamakta deneyler esnasinda kullamlacak difteri
toksininin toksisite dizeyini tespit etmeye calighik. Bunun igin
toksin dizeyi 200 Lf/ml. olan difteri toksininin 1:2 aramndan

baglayip 1:8386608 oramna kadar 1/2

[{x]

seri dildsyoniam yamldi Bu
dilisyon oranlamndaki toksinin Yero hucreleri Gzerine sitotoksik
etkizi optik dansite dederleri ile ve aymca gdrsel olarak da
beliriendi.

Tablo-1'de géraldada gibi  altincy kolonun  EF,GH
siralarindan  itibaren optik dansite deferlerinde ylkselme
gozlenmektedir. Bu ylkselme canli kalan hidcrelerin sayisindaki
artiga baghdir. Bu artig da toksinin etkisini kaybetmeye bagladigim
gistermektedir. Buna gdre canh hiicre sayisindaki artigin bagladign
kuyucukiar altinct kolonun E,F,G,H kuyucuklamdir. Bu siradan itibaren
difteri toksini toksik etkisini ygitirmeye baglamigtir. Her ne kadar,
Dularin yaptifh ¢ahigmada toksin dizeyi 0.0013671 Lf/ml. alinrms
ise de maksimum sitotoksik dozun digik deferlerde tutulmas ile

saptamlabilecek antitoksin dizeyinin simin da artmaktadirs?,
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Bu yizden toksin miktamm yedinci kolonun E, F, G, H
siralarindaki 7,6292107%4 Lf/ml. ik toksin diizeyine yakin bir defer
olan 821074 Lffml ik diizeyi kabul ettik. Bu swalardaki toksin
dizeyi de ?,629:«:1(1"4 Lf/ml. olarak saptanmigtir. Bu sonucu gdz
gniine alarak, bundan sonraki deneylerde kullanacafimiz toksin

ditzeyini § » 10-4Lf/ml. olarak kabul ettik.

Tablo-1: Difteri toksininin sitotoksisite dizeyinin @lgiildigi deney

setindeki dederleri gostermektedir,

i 8 8 4 8 8 % @8 @ 8 1 18

an| 40| 38|} 3| 3| 53| I 43| 52 | O 40 | 47

41 | 41 44 | 44 | 44 | SO | 4B | 42 | 49 | 33 | 43 | 43

472 | 42| 40| 44| 45 | 44 | 43 | 4l 43 1 45 | 46

| 49| 43| 46| 47 | 3m | 42| 44 | 47 | 49 | 41| 40

41 40 | 40 | 41 42 | 12| M| R 2% 3T 1015 1014

43 | 47 | 45| 42 | 42 | & IR 0 1 3@ 11 96y

41 41 a1 290 3| 80 28| 1W2) 2001 18} 1103 1015

41 40 1 41 I | 40 | 179 164] 181 33| 3| 114 1158
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fkinci basamakta isa, 2x10° hilcre/ml lik hilcrz sayist
dergy setinin her kugucufunda sabit tutuldu. Bu hilcreier (zsrine
Bx10™ L{/ml ik difteri toksininin 1:2 oramindan baglayip 1:2043
greming kadar olan dilisyonlar dagitilds,

Su 1glem scnucunda minimum G1dlirme dozu (MLC.D} clarak
adlandirtlan, kuyucuklardaki hicrelerin 8100 SlGminan gérildigi en
yuksak dildsyen aranindaki toksinin dizeyi bulundu. Bu toksin diizeyi,
2 » 107* Lf/ml 'lik toksinin 1:4 oramndaki dildsyonu sonucu bulunan

gaferdir. Bu toksin defar 2 x 1074 Li/mi dir. {(Sekil-7-10}

Gexii-10 : % 100 olume rneden olan en dugik dillzyondaky difterd
taksininin dilzeyi Up numarah kolendeky 4,6 ,C,0 E,F siralars ® 100 6limin oiriildigii
kuyucuklardir. Plaktak G s1ras Yero hilcrs kontrsliinii, H ;irast da toksin kontroliind

gostermektedir,
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(ciincl basamakta ise, difteri toksininin minimum
dlddrme dozu  sabit tutularak standart antitoksinin 1:2 oramndan

baglayip 1:2097152 oranina kadar 1/2 seri dildsyonlan yapiid

Bayielikle standart antitoksinin 2 x 10°* Lf/ml. 1k MCD

(9

eferi karsisinds etkisint kaybettigi ilx doz saptanmaya caligiid
Sonucta, dokuz numzrall kelonun DEF  kuyucukiamnds bulunan

standart  antitcksinin deferi 0Q.00976525 IU/ml.  olarak

Sekil- 11 : Standart antitoksinin kuilamiabilecek dijzevinin sapfandi

ey plalh, Plakte 11, kolon'un D,E,F airatar Yere hicrs kentrollinii, 12. kolon'un

Fosiratart foksin kontrolind ghstermektediv. G siraz aptitoksinin hicre Uzerine

atkisinin olmadidim goztermekiadiv.
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Tam bu hazirhk basamaklammin  ardindan 2-5  yas
arasindaki agil gocuklann serumlarindaki difteri antitoksin dizeyi
standart antitoksin degderleri ile kargilagtinlarak, agilama sonras

serumlardaki antitoksin dizeyleri dederlendirildi.

Buna giire Tablo-2'de birinci ve ikinci serum drneklerinin
toksin 1le etkilegimi sonrasinda ahinan optik dansite dederleri
gordlmektedir. Tablolarda aym sekilde igaretlenmis olan bélgeler
standart  entitoksin  dhzeyleri ile serumlardaki antitoksin
dizeylerinin yakin oldugu bdlgeleri gdstermektedir. Bu igaretli
bilgelerdeki antitoksin degerieri standart antitoksin miktarimn
diliisyon faktdrine bdlinmesi ile bulunur. Buna gire, dilie edilmemis
drneklerin total antitoksin dlizeyi igaretli bdélgedeki antitoksin

duzeyi ile drnedin dildsyon faktiorinin carpirmna esittir.
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Tabio-2 @ Grrekierin ve standart anbiteksinin ootik dansite dederleri.

Tahio'da benzer igaretli balgeler karsilastirilacak  optik  dansite degderlerini

costermektedir.

HBNEK - | ARNEK-2 STANDART ATY
| 1404 i 1861 § 1599 | 1920 { 2040 | .452
5! 1582 0 14701 1389 | 1645 ] 2019 | 432
C| 1354 | o768 1 1202 | 1218 1.755 | 430
o147 SERE | o84 | 1071 | .08
E| 1622 | 581 § 1267 | W\ 2y | 400
Filtea i 33 { 1319 479 § 607 | 380
G 1810 | 339 i 1519 | 344 | 524 | DIYKk0Y

| 1573 | 250 § 1419 | 347 | .ad0 |VRLGKY

Sekil-12 . Grnek bir veiki'nin deney sati.



= SE]_
Tabio-3 : drnek e we dort'iin opiik dansite cederlerini goster mektedir,

|sarethi biilgeler karsilastirilacak optik dansite dederlerini gistermektedir,

OpMEK- ORNEK-4 STANDART ATH
a | 1495 805 { 1768 | 1270 § 1263 | 252
8 | 11571 446 | 1521 | 1231 ] 1333 206
Cof 17 1411 | 1167 § 1.282 | 205 |

1 I

o ! 1335 193 § 1280 | #%| W | 187
£ | 1227 146 ; 1170 | 440 § 342 169
F 1.281 | Lid5 i 1.360 oi7'| s .198
- , . q DTR ®on
5 | 121 140 § 1300 | 236 § 239 | 44
g o - oy F Vers Koj
H | 1.097 40 § 1280 | 255 § 292 | | ana|

Sekil-13: U ve dirt numarah drneklerin bulundudy densy seti.
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Tablo- 4 -frnek bes ve alti'mn optik dansite dederlerini gostermektedir.
isaretli bilgeler standart antitoksin ile karsilaghinlacak balgeleri gistermektedir.

ORMEK-5 ORNEK-6 STAMDART ATX

& 1.620 1.005 523 1.218) 1.091 226

B 1212 ¥gs§ 1.231| 1421) 1414 g

c 1.134 209 1.361 1.147§ 1.208 224

D 12152 199 1.146 TT2 755 .249

E 1.189 A3 1214 438 457 217

F 1.202| .138) 1322 941 &A@ 238

DTH Kon
G 1.034 41 1.389 243 335 Az

) VERD ko
H 1.072 140 1553 231 219 1724

Buna gore, Tablo-S'de drneklerin antitoksin dederleri

gosterilmektedir,

Tablo-5 : Orneklerin [IUZm]. birimine gire antitoksin deferleri.

ORNEK : 1 2 3 4 5 6

ANTITDKSIM
DUZEVT (U/rn)

1.26 256 032 256 0.16 o1a
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TARTISHMA

Difteri hastahd, tedaviye ytnelik dnlemler alinmadig
taktirde dlumciil olabilen énemli bir cocuk hastah§dir. Difteri

hastahifi esas olarak difteri toksininin etkileri ile olugmaktadir.

Difteri toksini, basille lizojenik etkide bulunan f-corynebakteriyofaj

isimli gift iplikli DA fajindan olugur!®,

Toksine kars iglerinde difteri antitoksini bulunan badigik
serumlar kullamhr. Bu ydzden hastalija karg) direncte kanda ve
dokuda bulunan antitoksin biyik onem tasimaktadiS. Difteride
antitoksin uygulamasina erken baglamanin dnemi bayiktdr. Cnki,
toksin bir kez hicre reseptarierine yapisir ise onu oradan ayirmak

olanaksizdir!.

0 halde, dzellikle agilama sonras) yeni dofanlarin ve
erigkinlerin toksine kargy durumlamm ortaya ¢ikararak onlarn
difteriye karsi egilim ve direng derecelerinin saptanmas buyik bir

dnem tagimaktadir!.
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Etkin bir asimn warhfindan dolay, difteri toksini
bakteriyel toksinler arasinda en rahat cgahigilabilecek toksin
olmasimn yamnda, toksinlerin ékaryotik hicrelerin sitoplazmasina

girig yollanmnda aragtiniabilecedi model bir toksindir'.

Gunurizde insan  serumlanindaki difteri  antitoksin
dizeyinin 0lgllebildigi birden fazla yoOntem mevouttur. Ancak
aralarinda sadece ELISA ve toksin antitoksin dizeylerinin dleildagi
hiicresel metod wveya in witro nitralizasyon metodu sikhkla
kullamImaktadir. Gintimiizde in vitro ndtralizasyon testi bir tarama

testinden gok as dretim ve standardizasyonunda kullamimaktadirs3,

Bu konuda yamlan galigmalarda Migamura ve arkadaglan
hicresel metodu, tavgan deri testi ile karsilagtirrmglar ve hicresel
metodun tavgan deri testine gdre daha ekonomik ve daha kullamgh

oldufju saptanmigtir®2,
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Aggerbeck we Heronun yaptiklan galigmada  fenol
kirrmzisina badh olarak sonug almiglar ve hatta bu sonuglar ile
istatistiksel bir Yero program da geligtirmiglerdir. Béylelikle fark
edilmeyecek olan renk nlanslanmn yarattij) dezavantajl ortadan
kaldirrmglardir. Ayrica bu yontemin ELISA kadar duyarh bir metod

oldugunu belirtmiglerdir®.

Gupta we arkadaglamnin yasptiklam calismada da Yero
hiicresel metodunun etkinligi aragtinimigtir. Bu caligmalaninda,
Yero hiicresine karg1 kullandiklarm toksinin minimum sitotoksik dozu
bizim cahsmamizdaki 4 1074 Lf/ml 1k defjer ile benzerlik
gostermektedir®. Ancak, Miyamura ve arkadaglan yaptiklan
galigmada kullamlan toksinin toksisite dlzeyinin zeman icinde
dedistidini saptarmglardir. Buna gdre, taze hazirlanmis toksinin
minimum sitotoksik dozu bekletilmig toksinlere gére daha ylksek

olmaktadir 28,
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Yine Gupta ve arkadaslanmn yaptiklam caligmada difteri
toksinine kargi kullandiklar antitoksinin dizeyi bizim gahigmarmizda
buldugumuz 0.00976525 IU/ml1ik defere gok yakindir Gupta wve
ark’larmn bulduklan defer 0.001 IU/ml. dir®. Antitoksin dozu
olarak, Miyamura ve arkadaglarnimn yaptiklan caligmada kullamlan

doz da bizim galigmarmzdaki 11e benzer degerleri gostermektedir®s.

Dular, yaptifi caligmada in vivo nitralizasyon testi ile in
vitro  ndtralizasyon testini  kargilastirmistir.  Bu  galismamn
sonuclarina gore, in vitro nitralizasyon testinde saptamlabilecek en
kigik deferin 0.3 IU/ml. oldufu belirtilmistir. In vivo ntralizasyon
testinde saptamlabilecek en kigik dederin ise 2.0 [U/ml. oldufu

belirtilmigtir 30,



- 62-

in vitro nétralizasyon testinde, serumlardaki en dugik
antitoksin deferini saptayabilmek igin kullamlacak minimum
sitotoksik dozun digiridlmesi gerektidi veys kuyucuk bagina digen
serum hacminin arttiniimas) gerektifi Miyamura ve arkadaglaninca
belirtilmistir. Ayrica, in vitro ndtralizasyon deneyinde toksin ve
antitoksin dildsyonlarimn  ayn  bir plakta yapiimas) tavsiye
edilmektedir. Cunki, tek bir plakia yapilan dilisyonlar diz tabanh
plafin tabamina zarar verebilmekte bu da hicrelerin zemine Yap1g1p

yayiimasina etki edebilmektedir?®.

Geligmig Ulkelerde, gocuklar rutin olarak difteriye karg
agilandiklarindan bu hastalik toplum safhdr agisindan biyik bir
tehlike olugturmamaktadir. As1, difteri  toksininin  toksoid
versiyonudur ve Difteri-Bogmaca-Tetanoz Gg¢li ag;v ile beraber
verilir. Periyodik rapeller yapilarak uzun sdreli imminite
kazandinimaktadir®. Son zamanlarda bu Qclil agya Hepatit-B agisim
ekleme ydninde cahigmalar yapilmaktadir 35 Biatin bunlara kargin,
dinygamizda ekonomik nedenlerden dolayr rutin  agilamalann
yapilamadify bir cok dlke mevcuttur. Bu dlkelerde difteri, yeni
doganlarda ve cocuklards 6lumcdl bir hastahk olma dzelligini

korumaktadir!,
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Difteri antitoksin dizeyinin dlciminde hiicresel bioassay
yontemi, ELISA kadar duyarh bir testdir. Ancak, ELISA kadar 1gG
antikoruna ozgll olacak gekilde duyarh sonuglar verememektedir.
Aurica hiicresel bioassay ydntemi, teknik agidan yiksek dizeyde
laboratuvar sartlannmn bulundugu merkezlerde yapilabilmektedir. Bu
da, bioassay ydntemini tarama testi olmaktan uzaklagtirmaktadir.
Bitin bunlara ragmen Yero hilcreleri ile difteri toksin ve antitoksin
dizeylerinin saptanmas ag) Uretim standardizasyon merkezlerinde

sikhkla tercih edilmektedir.
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Difteri toksini tek bir polipeptid zinciri olarak
salgilamir. "A" ve "B’ zinciri olmak Gzere iki zincire sahiptir.
‘A zinciri toksinin enzimatik kismm icerirken B zinciri

toksinin baglanma bélgesini igerir.

Difteri toksini dkaryotik hilcrelerde protein
sentezini inhibe ederek etki gdsterir. Difteri toksininin 'A'
fragmam dkaryotik hilcrelerde bir enzim gibi hareket ederek
MAD* we zincir uzatma fakiéri EF-2 arasinda inaktif bir
ADP-Riboz-EF-2  kompleksi olusturmakta we bu olay
translokasyonu engelleyerek hﬂcrelérde protein sentezini

inhibe etmektedir.
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Gluntimuzde difteri toksini as:y dretiminde we
standardizasyonunda kullamimaktadir. Bu amacgla kullamlan
ydntemlerden bir tanesi de in vitro ndtralizasyon testidir. Bu
test, kdltdr ortarmindaki Vero hicrelerinin metabolik
aktivitesinin difteri toksinince inhibe edilmesine ve
serumnlardaki antitoksinin toksin etkisini nétralize etmesi

clayina dayanmaktadir.

Biz aragstirmamizda in wvitro ndtralizasyon
ydntemini 2-5 yag arasindaki agih 6 cocugun serumlarindaki
antitoksin miktarina gore canh hilcre miktarim MTT maddesi
kullanarak spektrofotometrik  sonuglar  yardim ile

saptamaya cahistik.
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Aragtirmarmzin ilk basamafinda, kullandifirmz
toksinin  minimum sitotoksik dozunu bulmaya gahistik.
Birinci agamada toksinin #1000 dldirme dozunu 4 % 10-4
Lf/ml. olarak saptadik. ikinci asamada ise %100 dldirme
dozuhdaki toksini nitralize eden standart antitoksin diizeyi
bulundu.  Kullandifirmz  antitoksinin  dizeyi 000976525
IU/ml. olarek saptandi. Ogiincd ssamada ise, 2-5 yaglan
arasinda bulunan & agih gocufun serumlarindaki antitoksin
dizeyleri saptandi. Buna gére, drneklerin antitoksin
dizeyleri sirasy ile 1.28, 2.56, 0.32, 256, 0.16, 0.16 |U/ml.

olarak saptandr.
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SUMMARY

Diphtheria toxin is secreted as a single peptide
and then cleaved to an A chain and B chain. The A chain
contains the enzymatic site and the B chain contains the

translocation and binding sites of the toxin.

Diphtheria toxin expresses its toxicity by
inhibiting eukaryolic cellular protein sunthesis. The
inhibition results from inactivation of a cytoplasmic enzyme
required for protein synthesis, elongation factor 2. The A
chain of diphtheria toxin is & transferase which links the
ADP-ribose portion of MAD* 1o elongation factor 2,
ADP-ribosylated elongation factor 2 is inactivate at protein

synthesis.
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Nowadays, diphtheria toxin is used in vaccine
production and standardisation. In this event, one of the
method that is used is in vitro neutralization test. This test
depends on neutralizing the toxin's effect on Yero cells by

using serum that contains antitoxin.

In our investigation, we used MTT in Vero cell
assay which is based on the conversion of the yellow
tetrazolium salt to the coloured formazan product by
mitochondrial enzymes in viable cells. The concentration of
the coloured product can be measured
spectrophotometrically and is proportional to the number of
viable cells according to the amount of the antitoxin

amounts in serum samples.
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In the first step of our investigation we tried to
fiz the minimum cytotoxic dose of diphtheria toxin. In this
step, we found 1002 lethal dose effect of toginas 4% 1074
Lf/ml. In the second step, we found the amount of antitoxin
that is neutralized the 100& lethal dose effect of toxin. So,
the amount of antitoxin which we used is 0.00976525 |U/ml.
In the third step, we found the amount of antitoxin at the
serum samples as 1.261U/ml., 256IU/ml, 0.32I1U/m).,

2.561U¢ml., 0.161Ufml., 0.161USm]. in order,
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