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1 OZET

Mycobacterium tuberculosis' e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin ekspresyonu,
farklh hasta gruplarinda IFN-y ve IL-10 yanitlarinin saptanmasi

Dr. Hiiseyin Coban, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, Izmir.

huseyin.coban@deu.edu.tr

Anahtar Sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, IFN-y, IL-10.

Son yillarda latent tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda Mycobacterium tuberculosis’e ait
antijenlerin yer aldig1 IFN-y testleri kullanilmaya baslanmistir. Bu testlerde kullanilan ESAT-
6, CFP-10 ve PPD gibi antijenik uyaranlara karsi, cogu yardimci T lenfositler tarafindan
sentezlenen IFN-y diizeyleri ol¢iilmektedir.

M. tuberculosis’e ait RD1 operonu tarafindan sentezlenen ESAT-6 ve CFP-10
antijenlerinin birlikte kullanildig1r IFN-y testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin, tiiberkiilin
deri testine kiyasla daha yiliksek oldugu saptanmistir. Ayrica bu testlerde, BCG asis1 ve
gecirilmis tiiberkiiloz dis1 mikobakteriyel enfeksiyonlara baglh yanlis pozitiflik oranlar1 daha
disiiktiir. Latent tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda kullanilan tiiberkiilin deri testine kiyasla,
daha iyi sonuglar elde edilse de bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde, cocuklarda, akciger
dis1 tiiberkiiloz olgularinda ve tiiberkiiloz hastaliinin endemik oldugu bdlgelerde, IFN-y
testlerinin duyarhilik ve 6zgiilliikleri azalmaktadir. Hastalarin klinik bulgularina bagl olarak
IFN-y yanitlarinda degiskenlik olmasi, bu testlerin kullanim alanini latent tiiberkiiloz hastaligi
tanisiyla smirlamaktadir. Bu nedenle oOzellikle tiiberkiiloz hastaliginin endemik oldugu
tilkelerde yaygin olarak kullanilamamaktadir.

Bu calismada M. tuberculosis’e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinleri klonland1 ve M15
Esherichia coli susunda eksprese edildi. Ni-NTA agaroz afinite kromatografi teknigi ile
saflastirildi. Elde edilen ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerine kars: farkli hasta gruplarinda ortaya
cikan IFN-y ve IL-10 yanitlar ile AIFN-y / AIL-10 oranlar1 saptandi. lyilesen tiiberkiiloz
hastalar1, fibronodiiler lezyonu olanlar, plevral efiizyonu olanlar, kaviter lezyonu olanlar,
coklu kaviter lezyonu olanlar, milier tutulumu olanlar ve niikseden tiiberkiiloz hastalar1 olarak
gruplandirilan 78 hastanin sonuglar1 34 kisiden olusan saglikli kontrol grubuyla karsilastirildi.
Ayrica sonuglar, kontrol gurubu igerisinden iilkemizin tiiberkiilloz enfeksiyonu prevalansina
uygun oranda IFN-y yanitlar yiiksek olan 10 kisinin ¢ikartilmasiyla elde edilen 2. kontrol
grubuyla da tekrarlandi.

AIFN-y ve AIL-10 yanitlart ile AIFN-y / AIL-10 oranlarinin, prognostik degeri oldugu
bilinen klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgulariyla uyumlu olduklari saptandi. IFN-y
testlerine ek olarak IL-10 gibi sivisal ya da regiilator yanitin gostergesi olan sitokinin
Ol¢iilmesinin, ayrica tiiberkiiloz basiline karsi gelistirilen bagisik yanit durumunu goreceli
olarak ortaya koyan AIFN-y / AIL-10 oranlarinin belirlenmesinin testin duyarlilik ve
Ozgulliglni arttirdig1 saptandi.



2 SUMMARY

Ekspression of Mycobacterium tuberculosis proteins ESAT-6 and CFP-10 and measurement
of IFN-y and IL-10 cytokine responses at different patient groups

Dr. Hiiseyin Coban, Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Dokuz Eylul
University Faculty of Medicine, Izmir.

huseyin.coban@deu.edu.tr

Key Words : Mycobacterium tuberculosis, IFN-y, IL-10.

Antigens including Mycobacterium tuberculosis-specific ESAT-6, CFP-10, and PPD are used
in IFN-y tests as an alternative to tuberculin skin test, for the diagnosis of latent tuberculosis
disease. IFN-y levels synthesized by T lymphocytes which are accessory in high proportion
against the antigenic stimulations are measured.

It was established that the sensitivity and specificity of the IFN-y tests in which concomitantly
used with M. tuberculosis-specific ESAT-6 and CFP-10 synthesized by RD1 operon was higher
compared to the tuberculin skin test. In addition, the false positivity rates related with BCG
vaccination and previous nontuberculous mycobacterial infections were lower in these tests.

Although better results were obtained in the diagnosis of latent tuberculosis disease compared
to tuberculin skin test, the sensitivity and specificity of the IFN-y tests decreased in
immunosuppressed individuals, children, cases with extra-pulmonary tuberculosis and endemic
places for the tuberculosis disease.

Application area of the test may remain limited with the diagnosis of latent tuberculosis
disease due to the variety of IFN-y response related to patient clinic; hence this test is not used
widely particularly in regions where tuberculosis disease is endemic.

In this study M. tuberculosis-specific ESAT-6 and CFP-10 proteins were cloned and were
expressed in M15 Esherichia coli strain. These proteins were purified by using Ni-NTA agarose
affinity chromatography technique. IFN-y and IL-10 responses and AIFN-y / AIL-10 rates were
obtained occurring in different patient groups against ESAT-6 and CFP-10 proteins.

The results of 78 patients referred as a group including the patients with fibronodular lesions,
pleural effusion, cavity lesions, multiple cavity lesions, miliary involvement, recurrent
tuberculosis, and recovered tuberculosis disease were compared with healthy control group
consists of 34 person. These results were also compared with a second control group after the
exclusion of 10 patient whose IFN-y responses were high, according to the tuberculosis disease
prevalence in our country.

It was obtained that the AIFN-y and AIL-10 responses and AIFN-y / AIL-10 rates were
concordant with the clinical, radiological and laboratory findings having the prognostic value. In
addition to the IFN-y tests, it was also established that the measurement of a cytokine, the
indicator of such IL-10 humoral or regulator response, determination of AIFN-y / AIL-10 rates
reflecting the immune response status against the tuberculosis bacillus increased the sensitivity
and specificity.



3 GIiRIS VE AMAC

Tiberkiiloz hastaligi, hala insanligin en Onemli saglik sorunlarindandir. Diinya
niifusunun yaklasik tigte birinin tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu diisiiniilmekte ve her yil
yaklagik ti¢ milyon kisi tiiberkiiloz hastaligi sonucu 6lmektedir [1]. Atenlie Mycobacterium
bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG ) susu, Mycobacterium tuberculosis'e karsi ast olarak
kullanilmaktadir. Bu aginin koruyuculugu %0 ile 80 arasinda degigsmektedir [2]. Diinyanin pek
cok yerinde kullanilan BCG suglarinnin tekrarlanan pasajlar sonucunda genetik 6zelliklerinde

degisimler oldugu saptanmstir [3].

Tiiberkiiloza ait saflagtirilmis protein tirevi (PPD, “Purified Protein Derivative’)
testinde kullanilan immiinojen madde; BCG asis1 ve flora da bulunan tiiberkiilloz dis1
mikobakteri tiirleri ile ortak antijenik yapilar icerdiginden testin duyarlilik ve ozgilligi
olduk¢a degiskendir. M. tuberculosis kompleks iiyeleri, BCG suslar1 ve diger mikobakteri
tirleri arasindaki genetik farkliliklar as1 ve tanisal test gelistirmeye yonelik caligsmalarin

hedefleri olmuslardir.

Sentetik peptitler, kolay kullanimlar1 ve giivenli olmalarindan dolay1 as1 ve tani testleri
gelistirmeye yonelik ¢aligmalarda 6nemli alternatiftirler. Sentetik peptitlerle hepatit A virusu,
hepatit B virusu, influenza virusu, ayak-agiz hastalik virusu, kopek parvovirus gibi pek cok

enfeksiy0z ajana kars1 yapilan as1 caligmalar1 bagariya ulagmistir [4-6].

M. tuberculosis enfeksiyonu sirasinda tiiberkiiloz basilince salgilanan antijenlerden
ESAT-6 (“Early Secretory Antigenic Target-6 kDa”)nin enfeksiyonun erken ddneminde
giiclii bir T hiicre yanit1 olusturdugu bir ¢cok calismayla gosterilmistir [7-9]. M. tuberculosis ve
virulan M. bovis, ESAT-6 proteinini sentezledikleri halde M. bovis BCG as1 susu bu proteini
sentezlememektedir [10]. ESAT-6 proteini 95 aminoasit uzunlugundadir ve tiiberkiiloz

enfeksiyonu sirasinda bagisik yaniti uyaran dominant ve subdominant epitoplar tagimaktadir
[11].

Antijen sunan ve T hiicreleriyle etkilesen dendritik hiicreler Th1 yanitin1 uyaran IL-12,
Th2 yanitin1 uyaran IL-4 ile IL-10 ve T regulator yanitint uyaran, yiizeylerinde kostimulator
molekiillerden CD80 ve CD86’y1 sentezlemeksizin salgiladiklar1 IL-10 ile bagisik yaniti
yonlendirirler. Immiinize olan T hiicreleri de IFN-y (gamma), IL-10 ve IL-2 gibi sitokinler

salgilamaktadirlar [12].



Tiberkiiloz hastalifinin tanmisina  yonelik calismalar sivisal yamitin  hastaligin
kontroliindeki katkisinin hiicresel yanita gore daha az oldugunu gostermektedir [13].

Gegirilmis hastaligin tiiberkiilin deri testi ile tanisi, BCG asisi, PPD uygulamalar1 ve
tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerle karsilasmis olmak gibi nedenlerle olduk¢a zordur. Uzun
yillardir uygulanmakta olan tiiberkiilin deri testinin duyarlilik ve o6zgilligi %350-60
diizeylerindedir. Tiiberkiiloza 6zgii antijenlerin kullanildigi ve hiicresel bagisik yanitin
gostergesi olan IFN-y sitokin diizeylerinin 6l¢iimii ile daha iyi sonuglar alinmistir. Her ne
kadar farkli antijenlerin bir arada kullanilmas1 duyarlilik ve 6zgiilliigli %80’lere ¢ikarabilmisse
de tek bir antijenle farkli sitokin diizeylerinin Ol¢lilmesi ¢alismalari daha basarili sonuglara
ulasmistir.  Ornegin, sadece ESAT-6 antijenine karsi sentezlenen IFN-y ve CD40L
diizeylerinin bir arada degerlendirildigi flow sitometik caligma sonuglari, gegirilmis

enfeksiyon tanisinda duyarliligi %100’e ve 6zgilligl de %88’e ¢ikarmustir [14].

Bu ¢alismanin amaci; ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin klonlanmasi, ekspresyon ve
saflagtirmanin ardindan ¢esitli hasta gruplarinda IFN-y ve IL-10 yanmtlarmin ELISA

yontemiyle 6l¢iilmesidir.



4, GENEL BiLGILER

4.1. TUBERKULOZ HASTALIGININ TARIHCESI

Tiiberkiiloz, M. tuberculosis kompleks olarak tanimlanan bir grup mikobakteri
tarafindan olusturulan, degisik klinik belirtilere sahip kronik, nekrozitan bir hastaliktir [1].
Tiim diinya niifusunun yaklasik {igte biri tiiberkiiloz basili ile enfekte durumdadir, her yil 8
milyon yeni hasta ortaya ¢ikmakta ve yaklasik 3 milyon kisi tiiberkiiloz hastaligi sonucu

Olmektedir [2].

Tiiberkiiloz, ge¢misi insanlik tarihi kadar eskilere dayanan bir hastaliktir ve halk
saghigr agisindan onemli bir tehdit olmay: siirdiirmektedir. Zaman zaman salginlara neden
olmustur. Gliniimiizde 6zellikle kazanilmis bagisik yetmezlik sendromu (AIDS, “Acquired
Immune Deficiency Syndrome”) insidansinin arttig1 bolgelerde salgin yapma 6zelligini devam
ettirmektedir [15]. Mikobakteriyel enfeksiyonlarin ilk kez M.O. 8000 yillarinda, insanlarin
yerlesik toplum diizenine ge¢meleri ve sigirlart evcillestirmesiyle birlikte ortaya ¢iktig
diistiniilmektedir [16]. Misir’da, M.O. 5000 yillarina, Hindistan’da M.O. 3300 yillarina ve
Cin’de M.O. 2300 yillarma ait kaynaklarda tiiberkiilozu diisiindiiren ifadeler bulunmaktadur.
M.S. 700 civarinda Peru’da ve Misir’da bulunan mumyalarda Pott hastaligina dair bulgular
saptanmistir [Resim 1]. Lezyonlardan M. tuberculosis DNA’s1 izole edilmistir. Hipokrat
(M.O. 460-377) hastalik i¢in erime, tiikenme anlamma gelen “phtisis” deyimini kullanmus.
Hipokrat fitizis aforizmasinda, bunun 6zellikle 18-35 yaslar1 arasinda atak yapan bir hastalik
oldugunu belirtmistir. M.S. 174 yilinda Roma imparatoru Marcus Aurelius’un hekimi
Clarissimus Galen, kendisinden sonra 1000 y1l boyunca degismeyen tedavi Onerilerini ortaya
koymustur. Bu Oneriler siit, temiz dag havasi, istirahat, oksiiriiglin kesilmesi, gégiis yakilari,
venden kan alimi, siiliik uygulamasi, kusturucular, miishiller, kabartici maddelerle ciltte

yaralar olusturmak seklinde 6zetlenebilir [16-18].

Ronesans’la beraber Avrupa’da tiiberkiiloz konusunda yeni bilgiler ortaya c¢ikmistir.
Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin saptandigini
bildirmistir. F. Sylivus (1614-1672) ise fitizisli hastalarin akcigerlerinde kii¢iik sert nodiillerin

bulundugunu gostermis ve bunlar1 “tiiberkiil” diye adlandirmistir [17].



a. b.

Resim 1:
a. Kolombia “Casa del Marqués de San Jorge” arkeoloji miizesinde bulunan mumya.
b. Mumyanin bilgisayarli tomografi goriintiisii [18].

Hastalikla ilgili diizenli kayitlar 17. yilizyilin bagindan itibaren tutulmaya baglanmistir.
On yedinci ve on sekizinci yiizyillarda sanayi devrimi; yoksul, yetersiz beslenen ve kalabalik
barinma kosullarinda yasayan insanlarin sayisini arttirarak tiiberkiiloz salginlarinin artmasina
sebep olmustur. Bu durum hastaligin ingiltere’den tiim bati iilkelerine yayilmasima yol agmus,
batt Avrupalilar diinyaya yayildik¢a tiiberkiiloz da yayginlik kazanmigtir. A. Willemin 1865
yilinda ilk kez tliberkiilozlu hastalarin kavitelerinden alinan materyali tavsanlara inokiile
ederek tiiberkiiloz gelistigini gdstermis, Robert Koch 1882°de tiiberkiilozun M. tuberculosis ile

olusan bir enfeksiyon hastaligi1 oldugunu kanitlayarak yeni bir donemi baglatmistir [16,17].

[k sanatoryumun 1854 yilinda Almanya’da agilmasiyla tiiberkiiloz tedavisinde farkli

bir yaklasim baslamistir. Kisa bir siire sonra tiim Avrupa’da ve ABD'de yayginlasan bu



uygulamada dag yamaclarindaki kuruluslarda zengin bir diyet, hafif egzersiz ve 8-12 saatlik
dag havasiyla temas saglanmaktaydi. W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1s1min1 bulmasi sonrasi

sanatoryumlar; radyolojik, bakteriyolojik ve floroskopik incelemelerin yapildig: tiiberkiiloz

tani, tedavi ve aragtirma merkezleri haline gelmislerdir [19].

Resim 2: a ve b. Italya’nin Trieste kentindeki Pineta del Carso sanatoryumunda, temiz hava ve

iyi beslenme kosullar1 saglanan tiiberkiiloz hastalari [19]

Yiizyillimizin baginda tiiberkiiloz tedavisinde cerrahi yaklagimlar baslamistir. Yirminci
ylizyilin ilk yarisinda tiiberkiiloz tedavisine egemen olan sanatoryum ve cerrahi kollaps
tedavisi yaklasimi modern kemoterapinin bagladigi 1950’li yillardan itibaren giderek
azalmistir. F. Seibert 1930’1u yillarin sonunda tiiberkiilini saflagtirmistir ve yapilan tiiberkiilin
deri testi ile tiiberkiiloz enfeksiyonu saptanmaya baslanmistir. Calmette ve Guerin isimli
arastiricilarin 1921 yilinda Fransa’da ilk tiiberkiiloz asis1t BCG’yi gelistirmislerdir. Bu as1 II.

Diinya Savasindan sonra tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir [16,17,19].

Tiiberkiiloz tarihinde yeni bir donem 1940’larin ortasinda ABD’de streptomisinin ve
Isveg’te PAS’1in bulunmas: ile baslamistir. Tek basma kullanilan bu ilaglara bir ay gibi kisa
zaman icinde diren¢ gelisimi biiylik hayal kiriklarina yol agmis ve yeni ila¢ bulma cabalarim
da zorunlu kilmigtir. 1952 yilinda Robizek ve Selikof tarafindan izoniazid (INH)’in
bulunmasindan sonra ii¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine tedavinin uygulanmasi sonucu
tiiberkiiloz tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir. Daha sonra 1954 yilinda pirazinamid

(PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur [17].



Yetmisli yillara gelindiginde bati iilkelerinde tiiberkiiloz sorununun artik bittigi ve
hastalik eradikasyonunun yakinda ger¢eklesecegi diisiiniildiiyse de 1985 yilindan itibaren bu
iilkelerde tiiberkiiloz insidansinin ilk kez artmaya basladigi goriilmiis ve hastaligin yeniden
ortaya cikmasi saskinlikla karsilanmistir. Gelismekte olan {ilkelerde kayit sistemlerindeki
yetersizlik nedeniyle 1950°li yillar Oncesindeki durum hakkinda yeterince veri
bulunmamaktadir. Bu iilkelerde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 6nerilen ve erken tani,
tedavi ve asilamay1 Oneren tiiberkiiloz kontrol programlari 1960’lardan sonra uygulanmaya
baglanmig ancak 1990’11 yillarda uygulanan programlarinin yetersiz oldugu gorilmistiir

[16,17,19].

4.2. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’IN TAKSONOMISI

Actinomycetales takimina ait Mycobacteriaceae ailesinden Mycobacterium cinsine ait
bakterilerin temel ozellikleri yavas tiremeleri, aside direngli olmalari, hiicre duvarlarinda bol
miktarda lipit igermeleri ve genomlarinda 9%359-65 oraninda G+C bulunmasidir.
Mycobacterium cinsi igerisinde baslica 2 patojen bulunmaktadir; M. tuberculosis (Koch, 1882)

ve M. leprae (Hansen, 1874) [19,20].

Mikobakterilerin genomunda yer alan 20 farkli degisken bolgede meydana gelen
insersiyon ve delesyonlar tiirler arasinda rastgele bir dagilim gdstermemektedir. Insersiyon ve
delesyonlar1 dikkate alarak yapilan caligsmalarda filogenetik iligkileri belirlenen yaklasik 100
farkli mikobakteri tiirii oldugu saptanmistir. Bakteriyolojik 6zellikleri ve molekiiler diizeyde

benzerlikleri bulunan yakin iligkili tiirler kompleks basligi altinda toplanmaktadir [19,21].

Evrim stlirecinde M. tuberculosis kompleks tiirleri arasinda meydana gelen bazi
degisken gen bolge kayiplari, bu tiirlerin ayrisma noktalaridir. M. tuberculosis kompleksi
icerisinde yer alan M. canetti, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti ve M. bovis tiirlerine

ait olan bu ayrigsma noktalar1 incelendiginde;

o M. tuberculosis kompleksinde meydana gelen ilk ayrigmanin 26 farkli gen
bolgesindeki delesyon nedeni ile M. canettii’de oldugu goézlenir.

e RD9 bolgesini korumayr basaran M. tuberculosis diger RD gen bolgelerini de
koruyarak M. africanum, M. microti ve M. bovis tirlerinden ayrilmistir. M.

tuberculosis’in RvD1 bolgesinin kaybiyla H37Rv ortaya ¢ikmistir. TbD1’deki ve



IS6110 gibi baz1 polimorfik gen bdlgelerinde kendilerine 6zgii paternler bigiminde
meydana gelen delesyon ve insersiyonlar sonucunda “Beijing”, “Haarlem”, ve
“African” diye adlandirilan modern Mycobacterium tuberculosis kokenleri ortaya
cikmugtir.

e RDO9 boélgesini kaybeden M. africanum; RD7, RD8 ve RD10 boélgelerini koruyarak M.
microti ve M. bovis tiirlerinden ayrilmistir.

e M. microti; RD12, RD13, RD14, RD4, RD2 ve RD1 gen bolgelerini korumus ve
boylece M. bovis’den ayrilmistir.

e M. bovis RDI12, RD13 ve RD4 bolgelerini kaybederek bazi tiirleri enfekte etme
yetenegini kaybetmistir.

e M. bovis’in RD1, RD2 ve RD14 gen bolgelerini kaybetmesiyle ateniiec BCG suslar1
ortaya ¢ikmistir [20,21].

M. tuberculosis kompleks’de yar alan tiirler arasindaki filogenetik iliski Sekil 1’de

gosterilmistir.
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Sekil 1: Mycobacterium tuberculosis kompleks tiirleri arasindaki filogenetik iligki [21]



43. TUBERKULOZ HASTALIGININ iMMUNO-PATOGENEZI

M. tuberculosis pek c¢ok virulans Ozelligi ile zaman zaman konagin bagisiklik
sisteminden kurtulabilen bir enfeksiyon etkenidir. Enfeksiyonun nasil sonuglanacagi, konagin
savunma mekanizmalar1 ve basilin virulans faktdrlerinin etkilesimiyle belirlenir. Enfeksiyon
farkl1 tablolara neden olabilir. Birincisi; basil kendisini opsonize eden antimikrobiyal
proteinlerle birlesir veya kendisini yok etme kapasitesinde olan konak hiicrelerinin
ylizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicre igerisine alinir ve genellikle ortadan kaldirilir.
Diger tablo ise; tiiberkiiloz basilinin, onu opsonize edebilecek proteinler yerine farkli islevleri
olanlarla birlesmesidir. Basilin tutundugu reseptor, ortadan kaldirilmasini saglayan uyarilar
olusturmakta yetersiz kalabilir. Hatta basil, tolerans gelisimine yol acacak bir hiicre ya da
reseptore baglanabilir. Ayrica cesitli genetik bozukluklara bagli olarak konak savunmasi

basarisiz kalabilir. Basil boylece yasamini siirdiirerek ¢ogalmaya devam eder.

Bu etkilesimler sirasinda, konak ve patojene ait bazi genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimleri ve bu genlerin islevlerini ortaya koymayi amaclayan ¢alismalar

giderek artmaktadir [22].

Siklikla solunum yoluyla alinan basil; dendritik hiicreler, makrofajlar, nétrofiller ve tip

IT pnémositlerin yiizeylerinde bulunan reseptorlere tutunmaktadir [23,24].

4.3.1. Mycobacterium tuberculosis’in konak hiicrelerine tutunmak icin kullandig

reseptorler

M. tuberculosis konak hiicrelerine tutunmak i¢in kullandig1 reseptorler dogrudan ya da

dolayli olarak tutunabildigi reseptorlerdir.
Dogrudan tutunmak icin kullandig: reseptorler;

1. Tiiberkiiloz basili, ylizeyindeki terminal mannoz kalintilar1 yoluyla mannoz reseptorlerine

(MR) tutunabilir [25].
2. Konak hiicrelerinin yiizeyinde bulunan fibronektinlere tutunur [26].

3. Basil salgiladig1 28-kDa biiytikliigiindeki heparin baglayan adezin ile hiicre yiizeylerinde

bulunan siilfatlanmis glikoz kalintilarina tutunabilir [27].
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4. Kompleman faktor 3b (C3b) ile opsonize olmaksizin kompleman reseptorlerinden CR3 ve

CR4’e tutunabilir [28].
5. Tip A “scavenger” reseptorlere tutunabilir [29].
Dolayh olarak tutunmak i¢in kullandig reseptorler;
1) Ig G tipi antikorlarla opsonize olmus tiiberkiiloz basili Fcy reseptdriine tutunabilir [30].

2) Surfaktanin bir alt tipi olan Sp-A’ya baglanan basil; makrofajlar, Tip II pnomositler ve
notrofillerin  ylizeyinde bulunan surfaktan baglayan reseptore (CD14) tutunabilir [31].
Surfaktanin farkli bir alt tipi olan Sp-D tiiberkiilloz basilinin CD14’¢ baglanmasini
engellemektedir. Alveoldeki surfaktan alt tiplerinin goreceli oranlari, konagin tiiberkiiloz

basiline kars1 duyarlilig1 etkilemektedir [32].

3) Serum ve dokularda serbest olarak bulunan mannoz baglayan lektinler (MBL) ile birlesen
tiiberkiiloz basili lektin yolu, klasik yol ya da alternatif yoldan aktive olan kompleman sistemi
bileseni C3b ile opsonize olarak kompleman reseptorlerine tutunur [33]. Tiiberkiiloz
hastaligina yakalanan kisilerin serum ve dokularindaki MBL diizeylerinin yiiksek oldugu

saptanmustir [33,34].

4.3.2. Mycobacterium tuberculosis’in konak hiicrelerine tutunmak icin kullandig

reseptorlerin enfeksiyon siirecine etkisi

Tutunabilecegi hiicre tipleri ve reseptorlerin gesitliligi, basil 6nemli bir avantajdir ve

ortadan kaldirilma siirecini etkilemektedir.

o CR yolu ile tutunma; IgG tipi antikorlarla opsonize olan tiiberkiiloz basilinin Fcy
reseptorlerine baglanarak hiicrelere tutunmasi inflamatuar yaniti uyarirken kompleman
reseptorlerine (CR) tutunmasi yeterli uyartyr saglayamamaktadir [35]. Kompleman
reseptorlerinden de CR3 ve CR4 yoluyla hiicrelere tutunmasi CR1 yoluyla tutunmasina gore

inflamatuar yaniti1 daha iyi uyarmaktadir [36].

. Sp-A yolu ile tutunma; Surfaktan alt tiplerinde Sp-A ile baglanarak dolayli yoldan

hiicrelere tutunan basil, bu yolla nitrojen radikallerinin iiretimini baskilamaktadir [37].

. MR yolu ile tutunma; Tiiberkiiloz basilinin MR’ne tutunarak hiicreye girisi oksijen
radikallerinin iiretimini baskilamakta ve enflamatuar nitelikte olanlar yerine, anti-enflamatuar

nitelikte olan sitokin ve kemokinlerin sentezlenmesini saglamaktadir [38,39]. Tiiberkiiloz
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basilinin ateniie formlar1 hiicrelere tutunmak i¢in MR’lerini kullanamazlar, bu ylizden MR

yoluyla baglanmanin virulans genlerinin katkisiyla gerceklestigi diisiintilmektedir [25].
4.3.3. Mycobacterium tuberculosis’in sahip oldugu virulans faktorleri

Basil reseptore tutunduktan sonra gesitli sinyal yollar1 tetiklenirken fagozom igerisine
almir. Fagozomun olusmasi, hiicre i¢i trafigi ve lizozomla birlegsmesi siirecini aydinlatmaya

yonelik pek ¢ok ¢alisma yapilmustir.

. Konak hiicrelerinin sentezledigi fosfatidil inozitol-3 kinazlarin fagozom ile lizozomun
birlesmesini diizenleyici islevleri vardir. Fagozomun yiizeyinde toplanan fosfatidil inozitol-3
kinazlar, fosfatidil inozitol 3 fosfat (PI-3~P) olusumunu saglamaktadirlar. PI-3~P’lar ise
FYVE domainleri tagiyan proteinlere baglanmaktadirlar. Bu proteinler; erken endozomun gec
endozoma doniismesi i¢in gereklidir [40]. Tiiberkiiloz basilinin membranlarda PI-3~P
toplanmasin1  engelleyerek erken endozomun ge¢ endozoma doniismesini Onledigi
diisiiniilmektedir [41]. Bu virulans faktorii ile erken endozom belirleyicileri olan Rab5 ve
Rab14 GTPaz’larin varliklarini siirdiirdiigii ancak ge¢ endozom markirt Rab7 GTPase’1n ise

ortaya ¢ikmadigi gosterilmistir [42].

o Tiiberkiiloz basili 6karyotik asit fosfatazlar ile benzer yapida bir asit fosfataz sentezler.
Sntezledigi SapM “28-kDa acid phosphatase of M. tuberculosis” fagozom membraninda
birikmekte olan PI-3~P’in fosfat baglarin1 pargalayarak tiiketir. Béylece FYVE domaini
tastyan proteinlerin fagozomla etkilesimini engelleyerek erken endozomun ge¢ endozoma

doniismesini durdurmaktadir [41].

o Tiiberkiiloz basili ayrica fagozom membranlarinda sfingozin 1 fosfat (S-1~P)
olusumuna neden olan sfingozin kinazlarin toplanmasim engellemektedir. S-1~P, Ca®" artisi

ile tetiklenen sinyal yolu i¢in gerekli bir molekiildiir [43].

. Okaryotik serin/treonin kinaz benzeri bir protein olan protein kinaz G’nin de fagozom

ile lizozomun birlesmesini onledigi gosterilmistir [44].

. Trehaloz dimikolat inflamatuar yanit1 baskilayarak basilin hiicre i¢inde canli kalmasini

kolaylastirmaktadir [45].

. Tiberkiiloz basiline ait fosfatidil inozitol lipoarabinomannan, hiicresel fosfatidil
inozitol 3~P’1n analogudur ve onun FYVE ve PX domainleri ile birlesmesini yarigsmal1 olarak

engellemektedir. [46,47].
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. Tiiberkiiloz basili, membraninin alt kisminda bulunan bir proteaz olan Rv2869c, lipit
metabolizmasini ve membran lipit kompozisyonunu diizenlemektedir. Rv2869c¢ gen
bolgesinden yoksun hale getirilen tuberkiiloz basilleri virulans 6zelliklerini 6nemli Slgiide

yitirmektedirler [48].

o Tiiberkiiloz basilinin virulans 6zellikleri biiyiik oranda sitoplazmik zarin disinda kalan
yapilar ve salgiladii proteinlerce saglanmaktadir. Bu proteinlerin amino ucundaki O-
mannozil kalintilarinin  konak ile kuracagi etkilesimde Onemli islevleri vardir [49].
Mikobakteri, stafilokok, streptokok ve listerya cinslerinde SecA proteininin SecAl ve SecA2
gibi farkli varyasyonlari bulunur. SecA2 gen bolgesinden yoksun hale getirilen tiiberkiiloz
suslarinin virulanslarini yitirdikleri ancak invitro kiiltiir ortamlarinda ¢ogalmalarinda bir
degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Daha sonra, kiiltiir filtrat proteinleri incelendiginde, reaktif
oksijen radikallerini ortadan kaldirmaktan sorumlu 2 tiiberkiiloz proteininin (ESAT-6 ve CFP-
10) hala ortamda saptandigi goézlenmistir. Bu durumun nedeni, her iki proteinin de sinyal

sekanstan bagimsiz sekresyon mekanizmalari kullaniyor olmalaridir [50].

o ESAT-6 ve CFP-10 bir araya gelerek kararli bir kompleks olustururlar [51]. Bir araya
gelen bu tiiniteler lipit bariyerlere saplanarak por formasyonu olusturup hiicrelerin lizisine

neden olabilirler [52].

o RD1 “Region of Deletion -1 igerisinde ESAT-6 ve CFP-10’un disindaki diger
proteinler sekresyon sistemi islevi gormektedirler. ESAT-6 ve CFP-10’un sekresyonlarina
katkida bulunan espA (Rv3616c) gibi bazi proteinler ise RD1’in diginda yer almaktadirlar
[53]. EspA (Rv3616¢c) geninden yoksun olan tiiberkiiloz basilleri, RD1 gen bdlgesini
tagidiklar1 halde RD1’den yoksunmusgasina ESAT-6 ve CFP10’u sekrete etme ozelliklerini
kaybetmektedirler [54]. RD1 gen bolgesinden yoksun olan M. smegmatis’in yaptigt DNA
konjugasyonunun yiiksek diizeyde olmasi, ESAT-6 ve CFP-10 sekresyonu ile DNA

konjugasyonu arasinda bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir. [55,56].

. Mikobakteriyel siilfatidler ve ¢oklu acillenmis trehaloz 2-siilfat deriveleri, fagozomun

ve lizozom kaynasmasini engellemektedirler [57].

. Fagozom igeriginin pH’1, onu c¢evreleyen proton pompalari sayesinde diisiirtiliir.
Icerik, asidik hidrolize ugramaya baslar, lizozomla kaynasmasi ile enzimatik hidroliz (asit

fosfataz, katepsin-D ve B-glukuronidaz gibi enzimlerin varliginda) devreye girmektedir [58].
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o M. tuberculosis tarafindan sentezlenen siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri reaktif

oksijen radikallerinin etkisinden korunmasini saglar [59].

o Ayrica M. tuberculosis’e ait siilfatidler, LAM ve fenolik glikolipid-I (PGL-I) iyi birer
oksijen radikali ¢opgiileridir [60,61].

4.3.4. Konak savunma mekanizmalari

Konak savunmasi, bagisiklik sistemi elemanlarin, farkli islevleri ile saglanir.
Reseptorlerin uyarilmasi sonucu yanitlar, gereken zamanda ve gereken diizeyde verilmelidir.
Bagisik yanit elemanlar1 ¢ok farkli roller iistlenebilirler. Gereken yanitin ortaya ¢ikmasina ya
da frenlenmesine katki saglayabilirler. Konaga ait genetik bozukluklar ya da patojene ait
virulans faktorleri, yanitsizliga, yanit dengesizliklerine ya da konaga zarar verebilecek kadar

yiiksek diizeyde yanitlara yol agabilirler.
4.3.4.1. Dogal bagisik yanit

Yiiksek yapili canlilar ile hastalik etkenleri arasinda binlerce yildir siiren iliskiler
onlara, 6zgiil yapilar1 tantyarak birbirlerine karsi tetikte olma yetenegi kazandirmistir. Hayatta
kalma yarig1, hastalik etkeni mikroorganizmalarin virulans 6zelliklerinin, yiiksek yapili
organizmalarin da bagigiklik sistemi elemanlarinin birbirlerine karst evrimlesmelerini
saglamistir. Dogal bagisik yanit, patojen ve zararli etkenlere karsi tek bir antijenik uyarandan

ziyade bazi ortak antijenik yapilar1 taniyarak etki géstermektedir.

Nétrofiller: Zararli bir etkenle ilk karsilasan hiicrelerdendir. Inflamatuar yamiti tetikleyen
kemokinleri sentezlerler. M. tuberculosis’in ortadan kaldirilmasinda genellikle yetersiz
kalsalar da fagositoz aktiviteleri, oksijene bagimli 6ldiirme mekanizmalar1 veya hiicre disi
degraniilasyon irlinleri ile konak bagisiklik sistemine katki saglarlar [62]. Ancak
enfeksiyonun ileri donemlerinde asirt notrofil gocii ile doku hasarinin patolojik seviyelere

ulagmasi, hiicresel yanitin basarisizliginin gostergesidir [63].

Mast Hiicreleri: Bu hiicreler, genellikle allerjik reaksiyonlara neden olup, tip 2 yardimci
hiicre yanitinin ortaya c¢ikmasini saglarlar. Solunum, gastrointestinal ve iiriner sistem
mukozalar1 ile kan ve lenf damarlariin yakin g¢evresinde yerlesirler. Yiiksek afiniteli IgE
reseptorleri (FceRI) tasimaktadirlar. Bu reseptorlerle IgE tipindeki antikorlara baglanirlar.
Mast hiicreleri CD48 yiizey molekiilleri ile TLR-4, TLR-2 gibi PAMP’leri sayesinde M.

tuberculosis ile etkileserek sonunda, histamin, triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, heparin, -
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heksoz amidaz, l6kotrien C4, prostaglandin D2, platelet aktive edici faktér (PAF), tiimor
nekroze edici faktor alfa (TNF-a), transforme edici biiyliime faktorii- beta (TGF-f), fibroblast
biiylime faktorii-beta (FGF-f), damar endoteli biiyiime faktorii (VEGF), IL-4, IL-5, IL-6 ve
IL-8 gibi kemoatraktan molekiiller, kemokinler ve sitokinleri salgilayarak inflamatuar yanita
katki saglarlar [64]. Abartili yanit vermeleri 6zellikle CD48 etkinliginde sentezledikleri,
histamin, B-heksoz amidaz, IL-6 ve TNF-a yoluyla notrofil gogiinii, sonucta gasrointestinal
sistem granulomlarinin olustugu patolojileri tetikleyebilir [65]. Bagisik yaniti, 6zellikle sivisal

yanit ve regiilator yanit yoniine kaydirabilirler [66].

Makrofajlar: Tiiberkiiloz basilini yok eden ve etkin bir bagisik yanit gelisimini saglayan en
onemli hiicrelerdir. Makrofajlarin tiiberkiiloz basili ile etkilesimleri farkli reseptorleri
sayesinde gerceklesmektedir. Makrofaj reseptorlerinin en dnemlileri Fc, kompleman, mannoz,
stirfaktan, CD43, TLR-2 ve TLR-4 reseptorleridir [67]. Farkli reseptorlerin uyarilmasi
birbirine benzemeyen etkiler olusturabildigi i¢in, bazilar1 enfeksiyonun iistesinden
gelinmesinde dezavantaj olabilmektedir. Makrofaj hiicre membraninda bulunan kolesterol ve
TACO “tryptophan aspartate coat” proteininin etkisi ile basilin reseptorlere baglanma
giiclinii arttirarak, hiicre igerisine alinmasini kolaylastirmaktadir [68, 69]. Nitrojen ve oksijen
radikalleri ve yardime1 T lenfositlerin destegi sayesinde 6ldiirme yetenegi artan makrofajlar,
konagin tiiberkiiloz basilini yok etmesinde en 6énemli gorevi listlenen hiicrelerdir.

Dendritik Hiicreler: Dendritik hiicreler edinilmis bagisikligin gelistirilmesinde biiyiik rol
oynarlar. C-tipi lektin, Fcy ve Fce reseptorlerini kullanarak reseptdr bagimli endositoz yoluyla
hiicre i¢ine aldiklart M. tuberculosis’e ait antijenik yapilar1 iglemleyerek matiirasyonlarini
tamamlarlar. CCR7 kemokin resptorleri sayesinde CCL19 ve CCL21 e kars1 duyarl hale
gelmektedirler. CCR7 kemokin reseptorleri ile en yakin lenf noduna dogru go¢ ederler [70].
Islemledikleri antijenleri, MHC I, MHC II ve CD1 molekiilleri ile T lenfositlere sunarlar
[71]. DC-SIGN (Dendritic Cell - Specific Intercellular-adhesion-molecule Grabbing Non-
integrin) dendritik hiicrelerin sahip oldugu en énemli C-tipi lektindir. Bu lektin mannoz kepli
(mannose capped) lipoarabinomannana tutunmaktadir. Tek basina Mannoz kepli
lipoarabinomannan DC-SIGN’lar ile reseptdr bagimli endositoz yoluyla hiicre igerisine
almarak, IL-10 salinimina neden olurken, M. tuberculosis’e ait 19-kDa luk lipoprotein ile
birlikte hiicre igerisine alindiklarinda TLR-2 etkinligi ile, IL-12, TNF-a ve IL-6 salinimina
sebep olmaktadirlar [72].
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Monositlerden koken alan dendritik hiicrelerle yapilan ¢alismalar; M. tuberculosis ile
enfekte olduklarinda CDI1 molekiillerini sentezleme, dolayisiyla lipit yapidaki antijenleri

sunma diizeylerinin azaldigini gostermistir [73].

Dogal Oldiiriicii (NK) “Natural Killer” Hiicreler: Hedefledikleri hiicreleri sitotoksik
etkinlikleriyle oldiirebilmektedirler. Yalnizca viral patojeneler ve tiimdr hiicrelerine karsi
dogal bagisik yanit islevi gordiigii diistiniilen NK hiicrlerinin aslinda bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 da ¢cok onemli islevlerinin oldugu anlagilmistir. Patojenlere karsi en erken IFN-y yaniti
veren hiicrelerdir. M. tuberculosis ile enfekte makrofajlarin, aktive olmalarin1 ve enfekte
hiicrelerin 6lmelerini saglarlar [74,75]. CD3-CD16+CD56- fennotipteki NK hiicreleri
edinilmis bagisiklik yanittan bagimsiz olarak aktive olup CD56 ekspresyonlarini

arttirabilmektedirler [74].

“CD1d restricted” dogal oldiiriicii hiicreler: Bu hiicreler lipit yapili antijenlerin sunumunda
kullanilan CDI1 molekiillerini taniyabilen degismez V-a 24 reseptoriine sahiptirler. M.
tuberculosis’e ait bir glikolipit olan a-galaktozilseramit makrofajlar tarafindan CD1
molekiilleriyle sunulduklarinda kolayca aktive olmalarim1 saglayarak IFN-y sentezi,
proliferasyon, anti-mikobakteriyel etkinliklerini ve litik aktivitelerini artirirlar.  Anti-

mikrobiyal peptitlerden granulizin, mikobakteri hiicre duvarinda hasar olusturmaktadir [19].

Defensinler: Defensinler 30-50 aminoasit uzunlukta, antibakteriyel, antifungal ve antiviral
etkinlikleri olan peptitlerdir. Bu katyonik peptitler tiim myeloit ve epitelyal hiicreler tarafindan
sentezlenebilmektedirler. Biiyiikliikleri, konformasyonel yapilari, sistein amino asitlerinin

yerlesimi ve i¢erdikleri distilfit baglar1 gibi 6zelliklerine gore ii¢ gruba ayrilirlar [76].

Fagositer hiicrelerin igerisindeki mikroorganizmalar, defensinlerle oksijenden-bagimsiz
olarak hasara ugratilirlar. Defensinler kii¢iik boyutlu olma avantajlariyla da enfekte hiicrelerin

yiizeylerindeki reseptorleri yoluyla membranlar1 asarlar ve patojene ulasirlar [77,78].

Kemokinler: Kemokinler, kiigiikk (6-14 kDa) kemo-atraktan sitokinlerdir. Aminoasit
dizilerindeki korunmus sistein motiflerine gore, CC-, CXC, CX3C ve C kemokinler olarak dort
grupta incelenebilirler. CC grubuna dahil olan MCP-1 (CCL2) ve MIP-1a (CCL3) gibi
kemokinler monositler i¢in gii¢lii kemoatraktan etkiye sahiptirler ayni zamanda, eozinofiller,

bazofiller, NK hiicreleri ve T hiicreleri de bu kemokinlere iyi yanit verirler [79].
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CXC grubundan olan IL-8 (CXCLS) ise nétrofil, bazofil, eozinofil ve T lenfotit goclinii
arttirir. Inflamatuar kemokinler olarak da anilan bu iki grup kemokin, inflmatuar sinyallerden
cesitli sitokinlere (TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y ) ve bakteriyel hiicre duvari yapi taslarina
(lipopolisakkarit, lipoteikoik asit, peptidoglikan ve lipoarabinomannan gibi) yanit olarak

sentezlenmektedirler [80].

Patojen tamiyan reseptorler: Patojen taniyan reseptorler (PRR), patojenle iliskili molekiiler
paternlere (PAMP) 6zgii, sinyal yollarini tetikleyen, evrimsel siiregte iyi korunmus ve cogu
profesyonel antijen sunan hiicreler ile bir kismi ¢ekirdekli hiicrelerde bulunan reseptdrlerdir.
Bunlar hiicre dis1 ya da endozom i¢ yiizeylerde membransi yapilara bagh olarak bulunan Toll
benzeri reseptorler ve C-tipi lektin reseptorler ile sitoplazma igerisinde serbest olarak bulunan

NOD benzeri reseptorlerdir [81,82].

Enfeksiyon etkenlerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninabilen lipit, protein ve
karbonhidratlardan olusan kendilerine 0zgii yapilart vardir. Kosullarin baskist altinda
mutasyonlarla, ¢ok hizli degisebilen yapilarin disinda, mikroorganizmalarin sekil ve metabolik
islevleri i¢in Onemli olduklarindan kolay kolay degistirilemeyen yapisal bilesenleri

bulunmaktadir.

Dogal bagisiklik ve edinilmis bagisiklik arasinda siki iliskilerin kurulmasi, pek ¢ok
hiicre tarafindan saglanmaktadir. Bu hiicrelerin ylizeylerinde ve sitoplazmalarinda yer alan
patojenle iliskili molekiiler paternleri (PAMP=Pathogen associated molecular patterns) taniyan
reseptorlerin (PRR) “Patogen recognition receptors” isglevi; ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollarin
etkileyerek, dogal ve edinilmis bagisik yanitin gelisimine, yol gosterici katki saglamaktir [82].
Bu katkilarini hiicre yiizey temasi, sitokin ve kemokin sentezi ve bunlarin otokrin ve parakrin

etkileri ile gergeklestirirler.

) Toll benzeri reseptorler (TLR) “Toll like receptors”: TLR’ler Caenorabditis
elegans’tan memelilere degin bulunan PRR ‘lerdir [83]. TLR’ler tip I integral membran
glikoproteinleri ailesindendirler. Hiicre disinda yer alan 16since zengin tekrarlayan (LRR)
“Leucine rich repeat” diziler tastyan domeinlere sahiptirler. IL-1 reseptor analogu olan ve
kisaca TIR “Toll IL-1 Receptor” adi1 verilen hiicre i¢i sinyal iletiminden sorumlu bir domein
tagirlar [84]. Hiicre disinda yer alan LRR domeinleri ise; her biri 24-29 aminoasit uzunlugunda
olan, 19-25 kez tekrarlayan, XLXXLXLXX, XOXXOXXXXFXXLX (@= hidrofobik

aminoasitler) korunmus motifleri i¢ermektedirler. LRR domeinleri fizyolojik kosullarda
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ligand1 ile ¢ukur yiizeyi ile baglant1 kuran at nali benzeri bir yapidadirlar. Yalnizca ¢ift iplikli
RNA’y1 taniyan TLR3’iin LRR domeini, ligandi ile tiimsek yiizeyi ile iliski kurmaktadir [85].
TLR’ler ve tanidiklari ligantlari tablo 1’de gosterilmistir.

TLR TLR'lerin tanidig1 PAMP PAMP’larin ait oldugu tiirler
TLR1/TLR2 Triagil-lipopeptitler Bakteriler ve Mikobakteriler
TLR2 Peptidoglikan Gram pozitif bakteriler
TLR2 Porinler Neisseria

TLR2 Lipoarabinomannan Mikobakteriler

TLR2 Fosfolipomannan Candida albicans

TLR2 tGPI-mutin Trypanosoma

TLR2 Hemaglutinin Kizamik virusu

TLR2 ve TLR4 Glukuronoksilomannan Cryptococcus neoformans
TLR3 dsRNA Viruslar

TLR4 LPS Gram negatif bakteriler
TLR4 Mannan Candida albicans

TLR4 Glikoinozitolfosfolipitler Trypanosoma

TLR4 Zarf proteinleri RSV, MMTV

TLR4 Is1-sok proteinleri 60, 70 Konak hiicreler

TLR4 Fibrinojen Konak hiicreler

TLRS Flajellin Flajellali bakteriler
TLR6/TLR2 Diagil lipopeptitler Mycoplasma

TLR6/TLR2 Lipoteikoikasit Grup B Streptokoklar
TLR6/TLR2 Zymosan Saccharomyces cerevisiae
TLR7 ve TLR8 ssRNA RNA viruslar

TLR9 CpG-DNA Bakteriler ve Mikobakteriler
TLR9 Hemozoin Plasmodium

TLR9 DNA Viruslar

TLRI11 Profilin-benzeri molekiiller Toxoplasma gondii

Tablo 1: TLR’ler ve ligantlar1 [82]

TLR’ler genellikle hiicrenin dis ylizey membranlarinda eksprese edilirlerken, niikleik
asitleri tantyan TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 yalnizca endozom ve fagozomlarin liimenlerine
bakan yiizlerinde, membran yapilarina bagl olarak eksprese edilirler [83,85]. Genel olarak

TLR’ler tarafindan kullanilan iki farkli hiicre i¢i sinyal yolu vardir. Bu yollardan birisi
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transkripsiyon faktorii NF-kB nin aktivasyonu ile sonlanir. NF-kB, inflamasyonu tetikleyen
pek cok gen icin etkili bir transkripsiyon faktoriidiir. Diger yol MAP kinaz p38 ve Jun N
terminal kinaz (JNK) larin aktive oldugu yoldur ki bu kinazlar transkripsiyonu artirirlar ve AU

tekrarlar1 iceren mRNA’larin stabil kalmalarini saglayarak omiirlerini uzatirlar [86,87].

M. tuberculosis CD14’lin destegine ihtiyag duymaksizin TLR 2 ve TLR4 ile bagimsiz

ligant etkilesimi kurmakta ve hiicre i¢i ikincil sinyallerin dogmasina sebep olmaktadir [88].

. C-Tipi Lektin Reseptorler “C-Type Lectin Receptors”: Cogu dendritik hiicreler ve
makrofajlarin yiizeyinde sentezlenmekte olan bu reseptorler hiicre-hiicre adezyon molekiilii
olarak islev gormelerinin yaninda MHC I , MHC 1II ya da CD1 yoluyla antijen sunumu i¢in
gérev yapan reseptor bagimli endositoz noktalaridirlar. Bir yandan da patojeni tanima
islevlerini yerine getirmektedirler. C-tipi lektin reseptorler; MR (Mannoz reseptorleri),
Langerin “Langerhans Cell-associated C-type Lectin”, DC-SIGN, Dectin “Dendritic Cell-
associated C-type lectin”, MGL “Macrophage spesific Lectin” farkli hiicrelerde bulunurlar
ve mannoz yapisinda olan ya da ona benzeyen N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve -
glukanlar, Lewis X, A, B, Y, antijenlerini, HIV, HCV, SARS ve Filoviruslarin zarf

yapilarini, baktriler ve parazitere ait yapilar1 taniyabilirler [81].

o NOD benzeri reseptorler “Nucleotide-binding Oligomerisation Domain-Like
Receptors”: NOD benzeri resptorler TLR’ler ya da C-tipi lektin reseptorler gibi membranlarda
bulunmazlar. Sitoplazma igerisinde serbest olarak dolasirlar. Iki farkli domeinleri bulunur.
Bunlardan birisi niikleotid yapilarla oligomerizasyon kurabilen ve peptidoglikanin yapisinda
yer alan y-Dglutamil-mezo-diaminopimelik asit ve muramil dipeptit gibi ligantlar1 taniyan
domeindir. Diger domein ise IL-1B ve IL-18 gibi sitokin ekspresyonunu ya da apoptozu

saglayacak sinyalleri baglatabilmektedir. [82].
4.3.4.2. Edinilmis bagisik yanit

Edinilmis bagisiklik dogal bagisiklik elemanlarinin uyarilmasiyla tetiklenen, T ve B
lenfositlerin islev gordiigii, ¢ok fazla sayida antijenik determinanti taniyabilecek kapasitede
olan repertuvarin arasindan degisken gen parcalarinin yeniden diizenlenmesi ve klonal se¢ilimi
ile stirdiiriilen, tek bir antijenik determinanta karsi olusan bellek 6zelligi bulunan bir yanittir.
Hiicresel bagisik yanit, T hiicre aktivasyonu ve bunlarin efektor iglevleri ile yiirttiiliir. Sivisal
bagisik yanit ise B lenfosit olgunlasmasi ve antikor sentezi ile saglanmaktadir. Her iki tip

edinilmis bagisik yanit hiicreleri arasinda 6nemli etkilesimler gerceklesmektedir. Yardime1 T
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lenfositler antikor gelisimine, immiinglobulin izotipi degisimine ve bellek olusumuna katki
saglarlarken, B lenfositler ise antijen sunan hiicreler olarak T lenfositlere destek olurlar
[12,89]. Dogal ve edinilmis bagisiklik sisteminin etkilesimi ile sentezlenen sitokinler sonucun

hiicresel ve sivisal ve regiilator bagis yanitlarin ortaya ¢ikist Sekil 2°de gdsterilmistir.

o Sivisal Bagisik Yamit: M. tuberculosis hiicre igi bir patojen oldugu i¢in sivisal bagisik
yanit patojenin istesinden gelinmesinde tek basina yeterli degildir. Ancak enfeksiyonun ilk
donemlerinde antikorlar, opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin yanitlariin
arttirilmasi, antikor bagimli sitotoksisite, artmis antijen sunumu ve yaratilan bu mikro ¢evre

sayesinde tliberkiiloz basilinin 6zellikle mukozal yolla alinmasini 6nleyebilmektedirler.

Sivisal bagisik yanitin gostergesi olan antikor diizeyinin dl¢limii, kullanimi kolay ve
ucuz bir yontem oldugu icin pek cok hastaligin tanisinda kullanilmaktadir. 1898 yilinda
Arloing, tiiberkiiloz hastalarinin serumlar ile tiiberkiiloz basillerinin aglutinasyon verdigini
gostermistir [90,19]. 1970’li yillardan beri pek ¢ok arastirmact ELISA ydnlemi ile tani
koymak amaci ile en uygun M. tuberculosis antijenlerini ve optimum kullanim kosullarini
belirlemeye c¢alismiglardir. Kiltlir filtrati, bakteriyel ekstraktlar, tiiberkiilin ve bunun
saflagtirilmis deriveleri (PPD), Lipopolisakkarit ve glikolipitler, ESAT-6, CFP-10, 19-kDa,
14-kDa, 16-kDa, 38-kDa, MTB64, MTB-48, MTB81, MPT51, A-60, TB15.3,Ag-85,
lipoarabinomannan ve diaciltrehaloz gibi antijenlere kars1 serolojik yanitlar arastirilmigsa da

heniiz yeterli duyarlilik ve 6zgitilliikte olan bir serolojik test gelistirilememistir [90,91].

o Hiicresel Bagisik Yanit: M. tuberculosis enfekte ettigi hiicre icerisinde ¢ogu patojenin
ortadan kaldirilmasini saglayan mekanizmalarin iistesinden gelerek uzun yillar “dormant”
basil bi¢iminde hayatta kalabilmektedir. Hiicresel bagisik yanit, latent tliberkiiloz basilinin

enfeksiyon hastalig1 olusturmasini engelleyerek kontrol altinda tutar.

Makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin MHC II molekiilleriyle
sundugu antijeni tanityan CD4+ yardimci T lenfositler, IFN-y ve c¢esitli sitokinler salarak
makrofajlar1 aktive ederler. Boylece aktif makrofajlarin icerdikleri basilleri o6ldiirme
yetenekleri artar. Bunun yaninda CD4+ T lenfositler CD95 Fas ligandi1 yoluyla da enfekte

hiicrelerin apopitozunu saglamaktadirlar [92].

Lenf diigiimlerinde CD4+ yardimci T lenfositlerle olgun dendritik hiicreler
etkilestiginde CD8+ sitotoksik T lenfositler de islevsel hale gelmektedirler. CD8+ sitotoksik T

lenfositler MHC I ile antijen sunumuna yanit olarak, basta IFN-y olmak iizere ¢esitli sitokinler
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salgilarlar. Ayrica perforin, granzim ve granulizinleri ile enfekte hiicreler ve tiiberkiiloz

basiline kars sitolitik aktivite gosterirler [19].

Tip | PAMP TH1 yamitin1 ortaya
CCRA ligandi gikaran fak}ijrler
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- | . .
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Sekil 2: Hiicresel, sivisal ve regiilator yanitin ortaya ¢ikisi [91]

CD4+ hiicreler igerisinde CD25 molekiiliinii yliksek diizeyde sentezleyen regiilator T
lenfositler bulunmaktadir. Regiilator T lenfositler yiizey temasiyla hem CD4+ hem de CD8+ T
lenfositleri baskilamakta, yalnizca IFN-y sentezini degil T hiicre proliferasyonunu da
durdurmaktadirlar. Cogunlukla CD4+ CD25+ fenotipik 6zellik gdsteren bu T lenfosit alt

grubu otoimmiin reaksiyonlar1 dnleyen periferik toleransi saglamaktadirlar [93,94].

o Gamma/Delta T lenfositler: Cogu CD4- CDS- fenotipindeki bu T lenfositler CD1 ile
antijen sunan hiicreleri tantyabilen, daha dnceleri tamaminin regiilatdr olduklar diisiiniilen
gamma / delta (y/d) T hiicre reseptorlerine sahiptirler.Bu hiicrelerle yapilan arastirmalarda,
dendritik hiicreler tarafindan sentezlenen IL-23’e yanit olarak IL-17 ve IFN-y sentezledikleri,
Fas ligand ve perforin yoluyla sitolitik aktivite gosterdikleri ve antijen sunabildikleri
gosterilmistir. Ayrica sentezledikleri anti enflamatuar sitokinlerle tiiberkiiloz basili ile enfekte
dokularda zamanla CD4 veya CDS reseptorleri tasiyan T lenfositlerinin yerini alarak
enfeksiyonun simirlandirilmasina ve enflamasyonun sona ermesine katki saglamaktadirlar

[19,95,96].
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4.3.5. Konak bagisiklik sistemi ve tiiberkiiloz basilinin etkilesimi

Reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri tiiberkiiloz basiline karsi savasan defans
mekanizmalarimin en Onemlilerindendir. IFN-y, TNF-a ve 1,25 dihidroksi kolekalsiferol
(vitamin Ds), varliginda yapimi artan indiiklenebilir nitrikoksit sentaz-2 (iNOS-2) enzimi;
arjinini substrat olarak kullanarak reaktif nitrojen radikallerinin olusumunu saglamaktadir
[97]. Dogal direngten sorumlu, makrofaj proteini (Nramp) “naturel resistance associated
macrophage protein” sitozoldeki nitritleri fagozomlara tasir. Nitritler burada nitrik okside
donistiirilmektedirler. Nramp proteini mutasyonlarinin M. tuberculosis’e karst olan

duyarlhiligr arttirdig1 gosterilmistir [98].

Inflamatuar yanit ve yapm tetiklenen pek c¢ok kemokin ve sitokinin varlig
notrofillerin, NK hiicrelerinin, y/6 T lenfositlerinin ve o/f T lenfositlerinin inflamasyonun
oldugu dokulara gogiinii saglamaktadir. Graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-
CSF) etkisi ile fagasitoz yetenekleri artan noétrofiller tirettikleri defensiler gibi molekiillerin

yardimiyla makrofajlardan bagimsiz olarak mikobakterileri 6ldiirebilirler [99,100].

Benzer bigimde NK hiicreleri de savunmaya katki saglamaktadir. Patojeni ve patojenle
enfekte makrofajlar1 dogrudan lizis ile Oldiirebilirler. NK hiicreleri, invivo kosullarda
enfeksiyonun {istesinden gelinmesinde onemli rolii olan hiicrelerdir. IL-2 ile aktive olan NK
hiicreleri sitotoksik etkilerini kat kat arttirirlar [101]. Sentezledikleri IFN-y’da, tiiberkiiloz

basili ile enfekte hiicrelerin apopitozuna neden olur [102].

44. GEN KLONLAMA

Gen klonlama; bir genetik bilginin (DNA) baska bir organizmaya aktarilmasi anlamina
gelir. Klonlama sonrasi aktarilan genetik bilginin yapisal ve islevsel 6zellikleri arastirilabilir.

Bu genetik bilginin kendisinden ve iirlinlerinden faydalanilabilir [103].
Uygulama basamaklar [Sekil 3];

o Genetik bilgi; dokulardan, hiicrelerden ya da fiizyon PZT yontemi ile laboratuvar

sartlarinda izole edilir.

. Genetik bilgi DNA ise PZT, RNA ise RT-PZT ile ¢ogaltilir.
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o PZT dirtinlerinin vektor icerisine yerlesmesini saglayacak yapigskan ya da kiit uclarin

elde edilmesi i¢in, hem PZT {irlinii hem de vektdr, bir veya iki restriksiyon enzimi ile kesilir.

. Restriksiyon enzimleriyle kesilmis PZT iiriinleri ve vektdr bir araya getirilir.

. DNA ligaz enzimi kullanilarak kovalan bagli rekombinant bir vektoriin olusmasi
saglanir.

o Konak hiicreye aktarilan rekombinant vektor, sadece vektoriin icerdigi 6zellige uygun

secici kosullar altinda canli kalabilen konak hiicrelerle beraber ¢ogaltilir.

Bu vektor, konak hiicrelerden izole edilebilir, bagka konak hiicrelere aktarilabilir, igerdigi

genetik bilginin transkripsiyon ve translasyon {iriinleri aragtirma amaciyla ya da ticari amagla

kullanilabilir [103,104].
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Sekil 3: PZT {iriiniiniin vektore klonlanmasi ve konak hiicrelerde ¢ogaltilmasi
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4.4.1. Restriksiyon enzimlerinin se¢imi

Klonlama islemi, vektore ait ¢oklu klonlama sahasinin incelenmesi ile baglar.

Klonlanacak DNA dizisinin, vektor igerisinde yerlestirilmesi i¢in en az bir restriksiyon enzimi

kullanilir.

Restriksiyon enzimleri; metilaz aktiviteleri, alt {inite yapilari, kesim 6zgiilliikleri ve

kofaktor ihtiyaglarina gore; tip I, tipll, tip III ve homing endoniikleazlar olarak incelenirler

[105]. Restriksiyon enzimlerinin farkli tipleri ve ¢esitli 6zellikleri Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tanima Dizileri Kesim noktasi Ihtiyac Diger islevleri
Tanima dizisinin duyduklar
Tip I Asimetrik Disarisindan ATP, Metilasyon
restriksiyon Mg** adomet
enzimleri
Tip II Simetrik Icerisinden Mg** -
restriksiyon
enzimleri
Tip 11 Asimetrik Disarisindan ATP Metilasyon,
restriksiyon modifikasyon
enzimleri
Homing Uzun ve Ozgiil degil Protein, RNA DNA’nin
endoniikleazlar Asimetrik yapilanmasi

Tablo 2: Restriksiyon enzimlerinin farkli tipleri ve ¢esitli 6zellikleri [106]

Klonlama ¢aligmalarinda genellikle, tip II restriksiyon enzimleri kullaniimaktadir.

Homodimerik yapida olan bu enzimler ¢ift iplikli DNA’y1 kiit bazen de yapigskan uglar

birakacak bi¢imde keserler [Sekil 4].

Coklu klonlama sahasim1 kesebilecek restriksiyon enzimlerinden bir veya iki tanesi

belirlenmelidir.

24



'

AGTCTATGGAGCTCTGGCCTGCCA
TCAGATACCTCGAGACCGHGACGET

!

Sekil 4. Sacl, restriksiyon enziminin kesim 6zelligi: Tanima dizisi 6 niikleotid uzunluktaki 5°-

GAGCTC-3"dir ve enzim her iki iplikte bulunan bu diziyi 5. (T) ve 6. (C) niikleotitlerin

arasindan keser, bdylece geride yapiskan uglar birakir.
Bu sirada dikkat edilmesi gereken noktalar sunlardir;

o Coklu klonlama sahasinda tanima dizisi bulunan restriksiyon enzimlerinin iginde
klonlanacak DNA dizisini istenmeyen bir noktadan kesenleri varsa bu enzimler

kullanilmamalidir.

. Klonlanacak genin amino ya da karboksi uglarina yeni fiizyon proteinlerinin eklenmesi
planlaniyorsa insert’iin amino ya da karboksi uclarinda restriksiyon enzimi tanima dizileri
birakilmalidir. Bunun yerine kullanilacak primerlerin uglarina bagka restriksiyon enzimlerinin

tanima dizileri eklenebillir.

o Cok yakin komsuluktaki tanima dizilerine sahip restriksiyon enzimleri
kullanilmamalidir. Tanima dizileri birbirinden uzakta olan restriksiyon enzimleri tercih

edilmelidir [Sekil 5].

PZT ile ¢ogaltilacak gen bolgesi i¢in kullanilacak primerlerin uglarinda restriksiyon
enzimlerinin tanima dizileri bulunmalidir. Hem klonlama vektorii hem de klonlanacak gene ait
PZT iiriinleri retriksiyon enzimleriyle, uygun tampon, sicaklik ve siirelerde kesilirler. Kesim
tirtinleri, jel elektroforezi ile ayrimlanarak jelden ya da DNA baglayici kolonlar kullanilarak
reaksiyon {iriinlinden saflastirilirlar. Boylece; kisa DNA parcalarindan, enzimlerden, tuzlardan

ve primerlerden arindirilmis olurlar.
Bu islemler sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalar;

o Baglayici kolon temizleme yontemi uygulaniyorsa, arttk DNA pargalarinin boyu,

kolonun baglayabildigi en kii¢iik DNA par¢asindan (6rnegin; 70 bp) daha kii¢iik olmalidir.

Jelden ekstraksiyon yontemi uygulaniyorsa, olusabilecek pirimidin dimerleri ligasyonu

engelleyeceginden UV transluminatorle ¢aligma siiresi miimkiin oldugunca kisa tutulmalidir.
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Sekil 5: Hincll restriksiyon enziminin tanima sahasi 6 niikleotid uzunluktaki 5’-GTTACC-3’
dizisidir. Ancak cift iplikli DNA’da 14 niikleotid uzunluktaki 5’-GCCGGTTAACCGGC-3’
bolgeye baglanir [107].

4.4.2. DNA ligasyonu

PZT iirlinii ile vektoriin uygun yogunluk ve oranlarda bir araya getirilir. Ardindan
uygulanacak ligasyon basamagiyla vektor ve insert kovalent bagli bir DNA molekiilii haline
gelir. T4 DNA ligaz enzimi ¢ift iplikli DNA nin 5’ ucunda yer alan fosfat grubunu ATP
kullanarak 3’-OH grubuna baglamaktadir.

T4 ligaz enzimi yapiskan uclarin ligasyon reaksiyonlarini, kiit uclarinkinden 10 kat
daha verimli bi¢imde gerceklestirir. Bu nedenle 20 pl’lik bir reaksiyon karisimina 1 {inite
yerine 0,1 lnite eklenen T4 ligaz enzimi, kiit uclar yerine daha c¢ok yapiskan uglarin

ligasyonunu saglar.
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4.4.3. Transformasyon

Ligasyon reaksiyonu {iriinlerinin transforme olmaya hazir hale getirilmis (kompetan)
konak hiicrelere aktarilmasidir. Konak hiicrelerin kompetan hale getirilmesi ic¢in farklh

yontemler kullanilabilir.
a) Fiziksel Yontemler

e Por agilmasi yontemleri: Bu islem sirasinda CaCl,, RbCl, veya diisiik voltajli elektrik
akimi ile hiicre ¢eperlerinde olusturulan yarik ve cepler sayesinde vektor DNA’s1 igeriye

girebilmektedir.

e Mikroenjeksiyon yontemi: Vektor DNA’s1, hedeflenen hiicreye mikropipetler kullanilarak

inokiile edilmektedir.

e Biyolistik yontemler: Vektor DNA’s1 ile kaplanmig agir metal tanecikleri mikroprojektil

cihazlarla hiicrelere firlatilmaktadir.
b) Kimyasal Yontemler

Bu yontemde kalsiyumfosfat ile ¢oktiiriilen vektor DNA’s1 konak hiicrelerine eklenir. Konak

hiicre membranina tutunan vektor DNA’s1 hiicreler tarafindan iceriye alinir.

¢) Fiizyon Yontemleri: Lipozomlar ve eritrositler gibi hiicre membranlari ile 6zdes yapilar

icerisindeki vektor; hedef hiicrelere membran kaynasmasi ile aktarilir.
4.4.4. Kolonilerin se¢imi

Vektorii igeren konak hiicrelerin hayatta kalabilecegi secici ortamlar kullanilarak
cogaltilir. Transformasyon sonrasi vektorii tasiyan koloniler zamanla secgici besiyerinin
niteligini degistirirler (6rnegin; B-laktamaz salgilayarak) ve zamanla g¢evrelerinde satellit
koloniler olusabilir. Transforme oldugu diisiiniilen koloniler, gecikilmeden yeni segici

ortamlara aktarilmalidir.
4.4.5. Klonlamanin dogrulanmasi

Vektor igerisine, insert’iin dogru yonde ve uygun cergevede yerlestigi sekanslama ile
gosterilebilir. Bu amagla vektore 6zgii primerlerle baslayan ve insert’i kapsayan DNA dizisi
sekanslanmalidir. Proteine 6zgii antikorlarin kullanildig1 koloni-blotlama; istenilen proteinin
eksprese edildigini ve proteini en iyi diizeyde eksprese eden kolonileri gosteren daha kolay

uygulanabilir bir yontemdir.
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4.4.6. Ekspresyon sisteminin belirlenmesi

Klonlanan genin, i¢ine sokuldugu konakta yeteri kadar eksprese olmasi gereklidir. Bu
amagla pek cok ekspresyon sistemi kullanilmaktadir. Bu sistemlerin her birinin bazi
dezavantajlart oldugundan rekombinant protein iiretimi, hala yeni tasarimlara acik bir
teknolojidir. Ekspresyon sisteminin klonlanan protein i¢in uygun olup olmadigina dikkat
edilmelidir. Ekspresyon sisteminin secilmesi onemli bir basamaktir. Translasyon sonrasi

modifikasyonlara ne diizeyde gereksinim duyuldugu bilinmelidir.

Karboksi-terminal glikozilasyon gibi karbonhidrat kalintilarinin protein uglarma
eklenme basamaklar1 organizmaya gére farkliliklar gosterebilir. Ornegin mikobakteri tiirlerine
ait bazi1 proteinlere eklenen terminal karbohidrat kalintilar1 E. coli igerisinde eksprese
edildiklerinde gerceklesmediginden, konak hiicre olarak patojen olmayan, Mycobacterium

smegmatis tercih edilebilmektedir [108].

Proteini daha ucuza maledebilmek oOzellikle ticari amagli ekspresyon sistemlerinde

tercih sebebidir.

4.4.7. Bakteriyel ekspresyon sistemleri

Pahali olmayan kosullarda iyi optimize edilmis, kolay uygulanabilir yontemlerle hiicre
proteinlerinin %50 kadarini rekombinant protein olarak eksprese edildigi sistemlerdir [109-
111]. Proteinler genellikle sitoplazmada yogunlagirlar. Sekrete edilebilmelerini saglayan sinyal
sekanslar1 iceriyorlarsa periplazmik aralikta yogunlagirlar. Periplazmik aralikta disiilfit-
oksidorediiktaz etkinligi daha yiiksek oldugundan, proteinlerdeki disiilfit kopriileri daha
yiiksek oranda kurulmaktadir. Bakteriyel proteazlar sitoplazmada daha yogun olarak
bulunmaktadirlar. Periplazmik aralikta saperonlarin daha yogun, proteazlarin ise diisiik
yogunlukta olmasi, sentezlenen proteinin stabilizasyonunun daha iyi olmasini ve proteolitik

degradasyonunun daha az olmasini saglar [112-114].

4.4.8. Ekspresyon vektorleri

Cesitli promotor bolgelerinin kontrolii altinda eksprese edilecek proteine ait genetik
bilginin yerlesecegi ¢oklu klonlama sahast bulunur. Bu sahalar pek cok restriksiyon

enzimlerinin tanima dizilerini icermektedir.
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Bu boélgelerin amino ya da karboksi uglarinda proteinlerin afinite kromatografileri ile
saflagtirilabilmelerini saglayan peptit parcalarim1 kodlayan DNA dizileri bulunabilir. Bu
pargalar, 6-histidin, FLAG ya da c-myc gibi kisa peptit dizileri olabilecegi gibi DHFR, Green
fluorescent protein (GFP), alkalen fosfataz (AP) gibi daha biiyiik ve islevsel proteinler olabilir.

Baz1 proteinlerin, segilen ekspresyon sistemine toksik etkileri olabilir. Kimi zaman, bu
tiir ekspresyon zorluklar1 bazi onlemlerle ortadan kaldirilabilir. Bu amacla, proteinin toksik
etkilerini ortaya c¢ikaracak kadar birikmesini engellemek i¢in, baskilayict maddeler

kullanilabilir.

Ekspresyon vektorii, klonlanan genin yabanci bir konakta basarili bi¢cimde ifade
edilmesi i¢in gereken cesitli ekspresyon sinyallerini igerir. Bu nedenle, transkripsiyon {iriinii
olan mRNA y1 sentezleyen RNA polimeraz, promotdr bolgeye baglanabilmesini kolaylastiran
baz1 proteinlere gereksinim duyar. Transkripsiyon etkinliginin diizenlenmesinde promotor

tipleri ¢ok dnemlidir. Kuvvetli promotorlerde transkripsiyon etkinligi ytliksektir.

Transkripsiyon islevi diizenlenebilen ekspresyon vektorlerinde, promotdr bolgesine
baglanacak olan RNA polimeraz enzimi, mRNA sentezlemeye baslayacagi noktaya gelene
kadar ilerlerken dnce operator gen bolgesini asmak zorunda kalir. indiiksiyon (uyarma) veya
represyon (baskilama), molekiillerin operatdr bolgeye baglanmasi veya Onceden buraya

baglanmis bir kompleksi uzaklastirmalar ile olur.
E. coli’de sik kullanilan ekspresyon vektorlerine ait promotorler

Lac  B-galaktozidaz sifreleyen lacZ geninin promotdorii.

Trp Triptofan sentezi gen kiimesinin promotorii.

Tac  rp/lac promotdr melezleri biciminde rekombine edilmis kuvvetli promotor.
APL A fajina ait kuvvetli promotor.

T7 T7 faj1 RNA polimerazina 6zgii, kuvvetli promotorlerdir.

Ekspresyon vektorleri; afinite kromatografilerinde saflagtirma islemlerini kolaylastiran,
eksprese edilecek proteinin ¢oziiniirliigiinii arttiran veya sekrete edilmesini saglayan peptit
dizileri tasiyabilir. Fiizyon proteinlerin olusturulmasi sirasinda translasyon i¢in dogru okuma
cercevesinin saglanmasi Onemlidir. Eksprese edilmesi istenen proteinlerle flizyon
proteinlerinin aralarina proteinaz tanima sekanslar1 (6rnegin enterokinaz enziminin tanima

dizisi) yerlestirilebilir. Boylece proteinazlar kullanilarak proteinler birbirlerinden ayrilabilirler.
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Organel varligimi gerektiren translasyon sonrasi modifikasyonlarin prokaryotik konak

hiicrelerde yapilamamasi 6nemli bir kisitliliktir.

Rekombinant proteinin dogru sekilde katlanamamasi, disiilfit baglariin yeterince
olugsmamasi ve inkliizyon cisimcikleri meydana gelmesi gibi sorunlarin ¢éziimiinde, fazla
miktarda saperon proteinleri sentezleyen E. coli konak hiicre suslarmin kullanimi tercih
edilebilir. Rekombinant proteinin hizla yikimi sdzkonusu oldugunda, bazi proteinazlarca

mutant E. coli suslar1 da kullanilabilir.

Rekombinant proteinlerin hiicre i¢i yerlesimlerini amaca uygun olarak degistirmek
gerekebilir. Protein yapisinin korunmasinda etkili olan 6zellikler (Ornegin, fare proinsulininin
E. coli’deki yar1 6mrii sitoplazmada ~2 dakika iken periplazmik aralikta yaklasik 10 kat daha

uzun), protein sekresyonunu saglayan sinyal sekanslarin kullanimini zorunlu kilmaktadir.
4.4.9. Protein ekspresyonu

Vektor igerisine klonlanan gen genellikle, IPTG, arabinoz gibi maddelerle uyarilabilen
bir operator bolge tarafindan kontrol edilir. Uygun beslenme sartlari, sicaklik, logaritmik
tireme fazindaki hiicre yogunlugu (ODgyo=0,4-0,8), uyarict madde yogunlugu ve uyarilma
stiresi gibi parametreler degistirilerek en verimli ekspresyon kosulu belirlenir. Hiicrelerin
logaritmik faza ulasincaya kadar inkiibe edildikleri sicaklik, proteinlerin uyarici madde
olmadan ger¢eklesen bazal ekspresyon diizeylerini etkilemektedir. Bu amagla konak hiicre i¢in
toksik etki gosteren proteinlerin ekspresyon kosullar1 diizenlenirken uyarilma oncesi bazal
ekspresyonu azaltmak amaciyla sicakligin 15°C’ye kadar diisiiriilmesi gerekebilir. Asir
hidrofobik yapida oldugu bilinen ve kontrol vektorii tasiyan konak hiicrelere kiyasla hizli
tireme fazi daha uzun olan proteinin konak hiicre icin toksik olabilecegi diisiiniilmelidir.
Toksik etki gosteren proteinlerin ekspresyonlarinin basarisini arttirmak i¢in, uyarim oncesi
ulagilmasi hedeflenen hiicre yogunlugunun azaltilmasi, ortama operatorii baskilayict maddeler
(6rnegin %]1 glikoz) eklenmesi, konak hiicrelerin supresdr sentezleyen plazmitler (Ornegin

Lac siipresorii sentezleyen pREP4) ile transformasyonu gibi 6nlemler alinabilir.
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4.4.10. Protein ekspresyonunun kanitlanmasi

Hiicrelerin uyarilma Oncesi ve sonrasi protein icerikleri karsilastirilmaktadir. Once
hiicresel proteinler SDS-PAGE ile ayrimlanarak dogru biiyiikliikkteki bant varligi aragtirilir.
Daha sonra Western blotlama yontemi ile jeldeki proteinler bir membrana aktarilarak saptanir.
Bununla birlikte protein ekspresyonunun olup olmadigint anlamak i¢in, pek ¢ok koloniyi ayni
anda taramamizi saglayan dot blotlama ve koloni blotlama gibi hizli yontemler de

bulunmaktadir.
4.4.10.1. SDS-PAGE

Bu amagla genellikle glisin veya trisin SDS-PAGE sistemleri kullanilmaktadir.
Aralarindaki fark tamponlarin igindeki Trisin ya da Glisin varligidir. Her iki sistemin ortak
ozellikleri igeriklerinde tek zincir olusturacak bicimde polimerlesebilen akrilamit ve polimer
zincirlerin birbirlerine ¢apraz baglayarak ag benzeri bir yap1 olusumunu saglayan metilen-bis-
akrilamittir [Sekil 6]. Bu reaksiyon, akrilamit ve metilen-bis-akrilamitin bir arada bulundugu
sollisyonlarda kendiliginden ve yavas olarak gerceklesmektedir. Polimerlesmenin hizli
olabilmesi i¢in ortamda serbest siilfat radikallerine ihtiyag¢ vardir. TEMED
(Tetrametiletilendiamin), amonyum persiilfatin serbest siilfat radikallerine ayrismasin1 saglar
(S,05” + ¢ —(TEMED)— SO,* + SOy). Bu amagla ortama TEMED ve taze hazirlanmis

amonyumpersiilfat da eklenmektedir.
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Sekil 6: Akrilamit ve polimerlesen zincirin ¢apraz baglarini saglayan metilen-bis-akrilamit

[115].

Polimerize olan jelin yiizdesi icerigindeki akrilamit ile belirlenir. Glisin veya Trisin-
SDS-PAGE sistemleri 1 ile 500 kDa biiyiikliikteki proteinlerin ayrimlanmalarini saglarlar.
Ancak 30 kDa’dan kiigiik proteinlerin ayrimlanmasinda Trisin-SDS-PAGE sistemi daha iyi

coziinlirliik saglamaktadir. Bunun nedeni Trisin ve Glisinin fonksiyonel gruplarinin pK
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degerlerinin (Glisin pKal= 2,34, pKa2= 9,6; Trisin pKa= 8,15) bagka bir deyisle,
peslerinden siiriikledikleri iyonlarin elektroforetik hareketliliginin proteinlerin hareketliligine

oranlarinin, farkli olmasina baghdir.

4.4.10.2. Western blotlama yontemi

SDS-PAGE sonrasi jelde ylriitiilerek ayirimlanan protein bantlar1 1slak veya yar1 kuru
elektrotransfer sistemleriyle nitroseliilloz ya da PVDF membranlara aktarilirlar. Daha sonra
varligin1 gostermek istedigimiz proteine 0zgii enzim isaretli antikorlarla inkiibasyon ve
bloklama islemleri gerceklestirilir. Eger kullanilan birincil antikor enzim isaretli degilse,
enzim isaretli olan ikincil antikorla inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi renk ya da 1s1ma veren
substratlar kullanilarak saptama yapilir. Istma veren bir substrat kullanilmis ise fotograf filmi
veya kemiluminesan aktiviteyi saptayan CCD kameraya sahip goriintilleme cihazlar

kullanilabilir.

4.4.10.3. Koloni blotlama yontemi

Transformasyon sonrasi se¢ici ortama aktarilan hiicrelerin 16 saat inkiibasyonu sonrasi
olusan kolonileri iizerine besiyeri plagi boyutunda nitroseliiloz membran kapatilir. Kaldirilan
nitroseliiloz membran IPTG ve antibiyotik iceren yeni besiyerine aktarilir. Dort saatlik
inkiibasyon sonrasi istenilen proteinin eksprese olup olmadig1 ve diizeyini anlamaya yonelik

olarak nitroselliiloz membranda saptama islemine gecilir.

4.4.10.4. Dot-Blot yontemi

Koloni blotlama yontemindeki gibi nitroseliiloz membran kullanilir. Hiicre lizat1 ya da
saflagtirilmig protein preparati nitroseliil6z membrana damlatilir ve havada kurutulduktan
sonra bloklama isleminin ardindan proteine 6zgii enzim isaretli antikorlar kullanilarak saptama

islemine gecilir.
4.4.11. Proteinlerin saflastirilmasi

Ni-NTA afinite kromatografi tekniginde; proteinlerin amino veya karboksi terminal
uclarinda yer alan histidin amino asiti tekrar1 sayesinde proteinler, her biri 2 ayr1 Histidin

amino asitini baglayan nikel-nitrilotriasetik asit molekiilleriyle kapl kat1 faza tutunurlar.
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Protein iceren lizatin kromarografi matriksine eklenmesinden sonra pH’1 giderek
diisiiriilen tamponlarla yikama basamaklarina gegilir. Yikama tamponlarinin igerikleri ve pH
diizeyleri, arindirilmak istenen konak hiicre kalintilarina gore degistirilebilir. Son olarak nikel-
nitrilotriasetik asit molekiiliindeki nikel atomunun hidrojen baglari, eliisyon tamponunun pH’1
diisiiriilerek ya da histidin amino asitinin analogu olan imidazol ile doyurulur. Boylece

proteinler matriksi birakarak eliisyon tamponuna gegerler [Sekil 7].

Ni-NTA MH
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Sekil 7: 6-His tag tastyan proteinler ile Ni-NTA agaroz etkilesimi.

Protein preparatindaki endotoksin varligi antijen sunan hiicreler ve T lenfositlerden
sitokin salinimina yol acar. Endotoksin diizeyi bazal sitokin sentezini arttiracak seviyenin
altinda olmalidir (< 3 EU endotoksin / 1 pg protein yani < 300 pg endotoksin / 1 pg protein).

Protein preparatinin igindeki endotoksin diizeyini O6lgmek amaciyla ¢esitli yontemler
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kullanilmaktadir. Bu yontemlerden birisinde; LPS varliginda uyarilarak alkalen fosfataz
sentezleyen hiicre hatti1 (TLR4 ve koreseptorleri olan MD2 ve CDI14 genleri ile NF-xB
promotor kontroliindeki alkalen fosfataz geni ile transfekte edilmis HEK293 hiicreleri)
kullanilmaktadir. Diger bir yontemde ise “Limulus polyhemus of horseshoe crab” 6ziiti

kullanilir. Limulus polyhemus’un 6ziitii ortama endotoksin eklendiginde pihtilagmaktadir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. GEREC
5.1.1. Cahisma grubu

Calismaya Nisan 2007 ile Haziran 2007 tarihleri arasinda Dr. Suat Seren GOgiis
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi poliklinigine gelen ve tiiberkiiloz
servisine yatirilan hastalar ile Haziran 2007 tarihinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Ortopedi, KBB (Kulak burun bogaz) ve Uroloji servislerine cerrahi operasyon amactyla

yatirilan hastalar dahil edildi.
Calismaya alinan hasta ve saghkh goniillii bireylerin klinik o6zellikleri

Calismaya Dr. Suat Seren GoOgiis Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden katilanlar; klinik, radyolojik ya da laboratuvar bulgular ile tiiberkiiloz tanisi
almislardi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden; sol kollarinda BCG as1
skart bulunan, tiiberkiiloz hastaligt ya da yakin temas Oykiisii bulunmayan, malignite
saptanmamis, bagisiklik sistemini baskilayan herhangi bir tedavi almayan ayrica akciger

grafilerinde tiiberkiilozla iligkili radyolojik bir bulgu saptanmayan goniilliiler ¢alismaya alind.
Etik kurul onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi ve Dr. Suat Seren Gogiis Hastaliklar1 ve
Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik kurullarinca ¢alismanin gerceklestirilmesinde

etik agidan bir sakinca olmadig1 belirlendi.

5.1.2. Ayraglar

Ampisilin stok soliisyonu (100 mg / ml)

Ampisilin (Applichem A0839,0010) lg

Distile su 10 mI’ye tamamlandi.
10 adet ependorfa, 1’er ml dagitilarak -20 °C’de saklandi.

Kanamisin stok soliisyonu (50 mg / ml)

Kanamisin (Applichem A1493,0025) 0,5¢g

Distile su 10 mI’ye tamamlandi.

10 adet ependorfa, 1’er ml dagitilarak -20 °C’de saklandi.
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Luria-Bertani (LB) agar  (Applichem A0927,9010)  Oda sicakliginda saklandi.
Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisinli (25 pg/ml ) LB agar hazirlanisi
20g LB agar distile su ile 500ml’ye tamamlandi, otoklavlandi.

100 mg/ml’lik ampisilin stok sollisyonundan 500ul’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok
sollisyonundan 250 pl’si 50-55°C’ye kadar sogutulan LB agar igerisine eklenerek karigtirildu.
LB Agar plaklara dokiilerek +4 derecede saklandi.

LB Broth (Sigma L3022) Oda sicakliginda saklandi.
Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisinli (25 pg/ml ) LB broth hazirlamisi
10g LB broth distile su ile 500ml’ye tamamlandi, otoklavlandi.

100 mg/ml’lik ampisilin stok soliisyonundan 500ul’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok

sollisyonundan 250 pl’si LB broth igerisine eklendi.

+4 °C’de saklanda.

Glikoz cozeltisi (2M)
D-Glikoz Monohidrat (Riedel-de Haen 5996-10-1) 39 ¢
Distile su 10 mI’ye tamamlandi.

+4 °C’de saklanda.

SOB besiyeri

Tripton 20¢g

Maya Oziitii S5¢g

NaCl ( Applichem A2942,0500) 05¢g

Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlandi. Daha sonra igerisine
Filtre edilen 1M MgCl, ¢ozeltisinden 10 ml
Filtre edilen 1M MgSO, ¢ozeltisinden 10 ml

eklendi ve +4°C’de saklandi.
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SOC besiyeri

Filtre edilmis 2M’lik Glikoz stok ¢ozeltisi 1 ml

SOB besiyeri 99 ml

SOC besiyeri taze hazirlanarak kullanilir.

EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu (500 mM)

Na,EDTA (Sigma E5134) 18,6 g

Distile su 100 ml’ye tamamlanda.
EDTA pH=8’de erir. pH’1 ayarlamak i¢cin 100 mM’lik NaOH kullanildi. Otoklavlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

Isopropanol (Applichem A3928, 0500PE) Oda sicakliginda saklandi.
%70’lik Etanol

%96 EtOH (TEREOS — SDA Brabant F02390) 73 ml

Distile su 27 ml

Oda sicakliginda saklandi.
Agaroz (Sigma A9539)  Oda sicakliginda saklandi.

Tris-EDTA (TE 1X) pH=8

Tris-HCL (Sigma T5941) 1,576 g
500 mM EDTA 2 ml
Bi-distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)

Trizma base (Sigma T1503) S4¢g

Borik asit (Sigma B6768) 275¢

500 mM EDTA 20 ml

Distile su 1000 m1’ye tamamlandi.
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Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.
Etidyum bromit 1000X soliisyonu (5 mg/ml)

Etidyum bromit (Sigma E8751) 0,5¢g

Distile su 100 ml’ye tamamlanda.

Isiktan korumak i¢in aliminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda saklandi.
Jel yiikleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’de sakland1
Magnezyum siilfat cozeltisi (1M)

MgSO4-H,0 (Applichem A1811,0500) 12,04 g

Distile su 100 ml’ye tamamlandi.

Oda sicakliginda saklandi.
Magnezyum klorit ¢ozeltisi (1M)

MgCl,-6H,0 (Applichem A4425,1000) 20,33 g

Distile su 100 ml’ye tamamlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactoside) stok ¢ozeltisi (100 mM)

IPTG (Applichem A1008,0001) 0,238 g

Distile su 10 ml’ye tamamland.
10 adet ependorfa, 1’er ml dagitilarak -20 °C’de saklandi.

Proteaz inhibitor kokteyli (Sigma P8849) -20 °C’de saklandi.

Ni-NTA kolon kromatografisinde kullanilan tamponlar;

Tampon B (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 ¢g
NaH,PO4 (Applichem A2944,1000) 1,56 g
Ure (Applichem A1049,1000) 48,05 g
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Nonidet P-40 (Applichem A1694,0250)
Distile su

Oda sicakliginda sakland.

Tampon C (pH=6,3)

Tris (Applichem A2264, 0500)
NaH,PO4 (Applichem A2944,1000)
Ure (Applichem A1049,1000)

Distile su

Oda sicakliginda saklandi.

Tampon D (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500)
Distile su

Oda sicakliginda saklandi.

Tampon R (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500)
2-propanol (Applichem A3465, 1000)
Distile su

Oda sicakliginda saklandi.

Tampon E (pH=4,5)

Triflorasetikasit (Applichem A0697,0100)

Distile su

Oda sicakliginda saklandi.

0,5 ml

100 ml’ye tamamlandi.

0,121 g
1,56 g

48,05 g

100 mI’ye tamamlandi.

0,121 g

100 mI’ye tamamlandi.

0,121 g
60 ml

40 ml

1 ml

100 mI’ye tamamlandi.

Diyaliz Membrani (Chemicon Tube-O-Dialyzer 2047) +4 °C’de sakland.

AKkrilamit, bis-akrilamit tamponu (AB-3)

Akrilamit (Applichem A3812, 0500)

48,0 g
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Bis-Akrilamit (Applichem A3636, 0100) 1,5¢g
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi 7 - 10 °C’de saklandi.

10X anot tamponu (pH=8,9)

Tris (Applichem A2264, 0500) 12,11 ¢g
Hidro klorik asit (Applichem A1437, 2500) 0,225 M
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 7-10 °C’de saklanda.

10X katot tamponu (pH=8,25)

Tris (Applichem A2264, 0500) 12,11 ¢g
Trisin (Applichem A3954, 0500) 17,92 g
SDS (Applichem A2263,0100) 1,0g

Distile su ile 100 mI’ye tamamlandi ve 7-10 °C’de saklandi.

3X jel tamponu (pH=8,9)

Tris (Applichem A2264, 0500) 36,33 g
Hidro klorik asit (Applichem A1437, 2500) 1,0M
SDS (Applichem A2263,0100) 03¢g

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 7-10 °C’de saklandi.

2 X SDS-PAGE 6rnek tamponu

500 mM Tris-HCL ¢ozeltisi pH=6,8 2,5 ml
Gliserol (Applichem A2926,1000) 2,0 ml
B-merkaptoetanol (Applichem A1108,0250) 0,4 ml
Bromfenol mavisi (Applichem A2331,0025) 0,02 ¢
SDS (Applichem A2263,0100) 04¢g

Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi ve 500 pl’lik hacimlerde -20 °C’de saklandi.
SDS-PAGE jeli fiksasyon ¢ozeltisi

Amonyum asetat (Merck KGaA A140015) 0,77 g
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Metanol (Sigma-Aldrich 34885) 50 ml

Glasial Asetik Asit (Merck KGaA K23695156) 10 ml

Distile su 100 ml’ye tamamlanda.

Oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Jeli Coomassie-blue boya ¢ozeltisi

Coomassie blue G-250 (Applichem A3480,0025) 025¢g
Glasial asetik asit (Merck KGaA K23695156) 10 ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanda.

Oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE jeli Coomassie blue boyasindan arindirma ¢ozeltisi
Glasial Asetik asit (Merck KGaA K23695156) 10 ml
Distile su 90 ml

Oda sicakliginda saklandi.

PBS

NaCl (Applichem A2942,1000) 803 ¢
KCI (Applichem A2939,1000) 020¢g
Na,HPO4 (Applichem A2943,1000) 142 ¢
KH,PO,4 (Applichem A2946,1000) 025¢g

Distile su ile 10000 mI’ye tamamland1 ve Oda sicakliginda saklandi.

PBS-t
Tween-20 0,5 ml
PBS 1000 ml

Oda sicakliginda sakland.
Bloklama soliisyonu

Yagsiz Siit tozu S5¢g
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PBS-t 100 ml
Taze hazirlandi.

HPP ile konjuge Anti-His antikor soliisyonu

HPP ile konjuge Anti-His antikoru(Invitrogen R941-25) 3 ul
Bloklama soliisyonu 10 ml
Taze hazirlandi

Fitohemagglutinin (Biochrom ag M 5030) -20 °C’de saklandu.

100 bp DNA ladder (Fermentas SM0241) -20 °C’de saklandu.
1 kb DNA ladder (Fermentas #SM0318) -20 °C’de sakland1
2 mM dNTP karisimn  (Fermentas #R0241) -20 °C’de sakland1
Pfu DNA polimeraz (Promega #EP0502) -20 °C’de sakland1
Fast Digest BamH I (Fermentas ER 0058) -20 °C’de sakland1
Fast Digest Hind III (Fermentas ER 0508) -20 °C’de sakland1

Niikleospin plazmit DNA ekstraksiyon kiti (M&N 740 588,50)
Al soliisyonu RNAz A eklenerek +4 °C’de saklandi.

Diger soliisyonlar ve kolonlar ise oda sicakliginda saklandi.

PZT iiriinii temizleme Kiti (GeneMark DP04-50) Oda sicakliginda saklandi.
Insan IFN-y ELISA Kiti (eBioscience 88-7316-88)

Insan IFN-y standartlar1 -80 °C’de sakland1

Diger Soliisyonlar +4 °C’de saklandi.

insan IL-10 ELISA Kkiti (eBioscience 88-7106-88)

Insan IL-10 standartlar1 -80 °C’de sakland:

Diger Soliisyonlar +4 °C’de sakland.

Heparinli kan tiipii

BD-Vacutainer Sodyum Heparin’li 8002864
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Oda sicakliginda saklandi.
ELISA plagi (96 kuyucuklu) (eBioscience Nunc Maxisorp 44-2404-21)
Oda sicakliginda sakland.
ELISA plag1 (24 kuyucuklu) (Greiner bio-one 662160)
Oda sicakliginda saklandi.
ELISA plag1 kaplama filmi (Sigma 369667-100EA) Oda sicakliginda saklandi.
Protein konsantrasyonu saptama Kiti:
a) Bicinchoninic asit soliisyonu (Sigma B9643) Oda sicakliginda saklandi.
b) Bakar (II) siilfat soliisyonu (Sigma C2284) Oda sicakliginda sakland.
¢) Protein standart soliisyonlar1 (Sigma 0914-SAMP)  +4 °C’de saklandu.
HRP ile konjuge mouse-anti-(amino terminal) 6xHis antikoru :
Invitrogen R941-25, +4 °C’de saklandi.
Amino ucunda 6xHis tastyan DHFR :
pQEA40 vektorii ile M15 E. coli susunda eksprese edildi ve -20 °C’de saklandi.
Bakteri suslar1 ve ekspresyon vektorleri:
M15 E.coli susu hem klonlama hem de ekspresyon i¢in konak hiicre olarak kullanildi.
pQE30 ekspresyon vektdrii IM109 E. coli susu igerisinde ¢ogaltildi.
Sus Genotip

JM109 E. coli F' traD36 lacl® A(lacZ)MI15 proA™ B'/el4™ (McrA™) A(lac-proAB) thi
gvrA96 (Nal') endAl hsdR17 (rx~ mg ') reldl supE44 recAl (Promega)

M15 E. coli Nal® Str® Rif® lac ara gal mtl F~ recA™ uvr” lon" (Qiagen)

Top10 E. coli F~ mcrdA a(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZaM15 alacX74 recAl deoR
araD139 a(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str')endA1 nupG (Invitrogen)

BL21 star E. coli F - ompT hsdS B (r B-m B - ) gal dcm rnel131 (Invitrogen)

Vektor

pQE30 (Qiagen)
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pREP4 (Qiagen)

pet100/D-TOPO (Invitrogen)

5.1.3. Ekipman

Distile su cihaz :

Simsek Laborteknik SS200

Jel goriintiileme cihaz :

VILBER LOURMAT 0519563
Santrifiij cihaz :

Heraeus Labofuge 400R

Kromatografi kolonu:

Polypropylene columns Qiagen 34964
Kromatografi matriksi:

Ni-NTA Agarose Qiagen 30250
Elektro-blotlama cihaz::
Elektro-blotter Sigma Semi-dry blotter Z340502
Yatay jel elektroforez cihazi:

Thermo Minicell Submarine Gel System EC320
Dikey jel elektroforez cihaz::

Thermo Mini Vertical Jel System EC120
Etiiv:

Heraeus 63450

Giivenlik kabini:

Bilser BLF 2000

Mikroskop:

Nikon Eclipse E400
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PCR Is1 Dongii Cihaz::

Techne TC-412

Sonikasyon cihazi:

Sonics Vibra-cell VC 100

Vorteks cihazi:

IKA NC 28405

Calkalayici:

Labnet S 1000-A-220

DNA dizileme analizi cihazi:

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

DNA dizileme analizi cihazinda kullamilan karisim:
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit Amersham
ELISA plak yikayicr:

ASYS Atlantis G021101

ELISA plak okuyucu:

ORGANON TEKNIKA Microwell System OT 2305
Spektrofotometre:

Thermo Multiscan Spectrum 1500-457
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5.2. YONTEM
5.2.1 Mycobacterium tuberculosis H37Rv susuna ait DNA’nin eldesi

Klonlanacak proteinlere ait gen bolgeleri M. tuberculosis’in kromozomal DNA’sindan

PZT ile ¢cogaltilarak elde edildi.
Ekstraksiyon basamaklari:

1. M. tuberculosis H37Rv susuna ait iyi tiremis 1 koloni giivenlik kabininde, vidali kapakl
ependorfta bulunan 1 ml serum fizyolojik igerisine alindi, 11.000 g de 1 dakika santrifiij

edildi ve siipernatan kisim atildi.
2. Cokelti tizerine 250 pl TE tamponu eklenerek vortekslendi.
3. 11.000 g de 1 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atildi.
4. Cokelti tizerine 250 pl TE tamponu eklenerek, 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
5. 11.000 g de 1 dakika santrifiij edildi
6. Siipernatan kisim DNA ekstrakti1 olarak -20 °C’de saklandi.
5.2.2. Protein kodlayan gen bolgesinin PZT ile ¢cogaltilmasi

Klonlanacak proteine ait gen bolgesi M. tuberculosis H37Rv susuna ait kromozomal

DNA’dan PZT ile ¢ogaltilarak elde edildi.

Primerler;

ESAT-6 ileri 5>-TTGGGATCCATGACAGAGCAG-3’,

ESAT-6 geri 5’>-ATAAAGCTTCTATGCGAACATCC-3’

BamHI ve HindlII restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerini icermektedirler. [116].

10X pfu tamponu (MgSO;4 de igerir) 10 ul

2mM dNTP karisimi 10 pl
ESAT-6 ileri primeri Sul
ESAT-6 geri primeri Sul

Pfu DNA polimeraz (1,25 U/50 ul) 1l

Distile su 65 ul
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H37Rv susu DNA ekstrakti 4 ul

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon

95 °C’de 1 dakika

66 °C’de 1 dakika 35 dongt

72 °C’de 1 dakika

72 °C’de 7 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme programiyla ¢ogaltma gerceklestirildi.
Primerler;

CFP-10 ileri 5’-TTGGGATCCATGGCAGAGATGAAG-3’ ,
CFP-10 geri 5’-ATAAAGCTTTCAGAAGCCCATTTGC-3’
BamHI ve HindlII restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerini igermektedirler. [116].

10X pfu tamponu (MgSO;4 de igerir) 10 ul

2mM dNTP karisimi 10 pl
CFP-10 ileri primeri Sul
CFP-10 geri primeri Sul

Pfu DNA polimeraz (1,25 U/50 ul) 1l
Distile su 65 ul
H37Rv susu DNA ekstrakti 4 ul
PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C‘de 5 dakika ilk denatiirasyon

95 °C’de 1 dakika

66 °C’de 1 dakika 35 dongii
72 °C’de 1 dakika

72 °C’de 7 dakika son uzatma
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+4 °C’de bekleme programiyla cogaltma gerceklestirildi.

3’-5" ekzontikleaz aktivitesi olan Pfu DNA polimeraz enzimi Taq DNA polimeraz

enzimine kiyasla ¢ok daha hatasiz PZT {iriinii elde edilmesini saglamaktadir.

ESAT-6 ve CFP-10 PZT firiinlerinin %2’lik agaroz jel fotografi Resim 3’de goriilmektedir

— 342bp
+—— 327bp

M E C
Resim 3: ESAT-6 ve CFP-10a ait PZT {irlinleri; M: Marker, E: ESAT-6, C: CFP-10.
5.2.3. pQE30 vektoriiniin saflastirilmasi

-80 °C’de stoklanmis, pQE30 [Sekil 8] ekspresyon vektoriinii igeren JM109 E. coli
hiicreleri 100 pg / ml Ampisilin iceren 10 ml LB broth igerisinde, 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Miniprep plazmit ekstraksiyon kiti ile izole edildi.
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5.2.4 PZT iiriinlerinin saflastirilmasi

90 pl PZT iirlint iizerine 300 pl baglayict “binding” tampon eklendi ve hafifce

vortekslendi.

Karigim saflastirma kolonuna aktarilarak 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipteki
sivi atildi ve kolon 250 pl yikama tamponu ile iki kez yikandi. Yikama sonrasi 11.000 g’de 2
dakika santrifiij edilerek etanol icerikli yikama tamponu ortamdan olabildigince uzaklastirildi.
Yeni ependorfa aktarilan kolon iizerine 50 pl eliisyon tamponu eklenerek oda 1sisinda 1 dakika

bekletildi. 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek PZT firiinii saflastirilmis oldu.

Saflagtirilan PZT {irtinii %2’lik, pQE30 ekspresyon vektorii de %1 lik agaroz jel
elektroforezi sonrasi, mass ruler bantlar1 ile karsilastirilarak yapilan hesaplama ile 100 ng / pl

lik yogunluga getirildi.

5.2.5 Restriksiyon enzimleri ile kesim

Plazmit veya PZT iirtinii (100 ng / pl) 2ul
BamHI 1wl
HindIII 1yl
10X Restriksiyon enzim tamponu 2ul
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Distile su 14 ul
Karisim 37 °C’de 40 dakika inkiibe edildi.
PZT ve plazmit kesim iirlinleri, ayni kolon saflagtirma protokolii ile saflastirildi.

5.2.6. Ligasyon

Vektor (30 fmol / pl) 1wl
PZT {iriinii (30 fmol / ul) 3ul
5X ligaz reaksiyon tamponu 4 ul
T4 Ligaz enzimi (1 U / ul) 0,5 ul
Distile su 11,5 ul

Karisim 25 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
5.2.7. CacCl,ile kompetan Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi
25 pg / ml kanamisin igeren LB broth igerisinde 37 °C de bir gecelik kiiltiirden,
1 ml — 50 ml 25 pg / ml kanamisin iceren LB siv1 besiyerine eklendi.
37 °C de 4,5 saat (OD600 = 0,4 — 0,5) inkiibe edildi.
20 ml kiiltiir — Sogutulmus falkonda 4000 g’de +4 °C 10 dakika santrifiij edildi.
Cokelti 10 ml 100 mM CaCl; (soguk) ¢ozeltisinde siispanse edildi
Buz iizerinde 30 dakika bekletildi.
4000 g’de +4 °C 10 dakika santrifiij edildi.
Cokelti 1 ml 100 mM CaCl, (soguk) ¢ozeltisinde siispanse edildi
100 pl’lik hacimlerde buz iizerindeki ependorflara alindi.
5.2.8. Kompetan Escherichia coli hiicrelerinin ligasyon iiriinii ile transformasyonu

20 pl ligasyon iiriinii 100 pl kompetan M15 E. coli hiicrelerinin iizerine tek hamlede
konuldu, pipetaj yapmadan hafifce karistirilarak bir kez masaya vuruldu. Buz iizerinde 30

dakika bekletildi. 42 °C’de 90 saniye bekletildi ve ¢alkalamadan tekrar buz {izerine alindi.

5 dakika bekletildikten sonra, lizerine 250 pl, daha 6nceden oda sicakligina getirilmis

SOC besiyeri eklenerek 200 rpm de 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 100 ul ve 200 pl
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hacimlerde 25 pg / ml kanamisin ve 100 pg / ml ampisilin igeren LB agar ylizeyine, bir ucu

alevde egilmis cam baget kullanilarak yayildi.

5.2.9. Transformasyon sonrasi iireyen Kkolonilerin yeni besiyerine inokiilasyonu

Transformasyon sonrasi 14. saatte ve 17. saatte belirginlesmeye baslanan koloniler
(ESAT-6 ile olas1 transforme M15 hiicre kolonileri 43 adet ve CFP-10 ile olasi transforme
MI15 hiicre kolonileri 56 adet idi) pastor firininda steril hale getirilmis kiirdanlar kullanilarak
alt ylizii camayazar ile diizgiin karelere boliinmiis antibiyotikli LB agar ylizeyine ve
ependorflardaki antibiyotikli LB siv1 besiyerine inokiile edilerek 37 °C’ de bir gece inkiibe
edildi. LB agar yilizeyine alinan replikalar DNA dizileme sonuclari ortaya ¢ikana kadar

+4°C’de saklanda.
5.2.10. Segilen kolonilerden DNA eldesi

Ependorflara alinan replikalarin 11.000 g’de santrifiijlenerek elde edilen hiicre
cokeltileri 250 pl steril distile su eklenerek 10 dakika kaynatildi. 11.000g’de tekrar
santrifiijlenerek bu kez siipernatan kisimlart DNA ekstrakti olarak -20 °C’de saklandi.

5.2.11. Dizileme primerleri kullanilarak elde edilen PZT iiriinlerinin dizi analizi

ESAT-6 ve CFP-10’a ait olas1 transforme kolonilerden rastgele segilen 5’er tanesine ait
DNA izolatlar1 ile dizileme primerleri kullanilarak elde edilen PZT iiriinleri %2’lik agaroz

jelde yiiriitildii. Jel fotografi Resim 4’de gosterilmektedir.

e Www
--- - W «— 335bp

Resim 4: ESAT-6 ve CFP-10’a ait, olasi transforme kolonilerden elde edilen PZT {iriinleri;
sirastyla; Marker, E1, E2, E3, E4, ES, C1, C2, C3, C4, C5 (ESAT-6 iceren bantlar 619 bp,
CFP-10 igeren bantlar 634 bp, insert icermeyen bantlar ise 335 bp biiyiikliiktedir).
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ESAT-6 ve CFP-10’a ait dogru biiyiikliikte PZT bantlarina sahip (olasilikla ileri
dizileme primeri ile baslayip geri dizileme primeri ile biten, insert’i iceren DNA bantini
tagityan) plazmitler miniprep plazmit ekstraksiyon kiti kullanilarak ekstrakte edildi ve DNA

dizi analizleri yapildi.

RBS MRGS - 6xHis [ 8amHI
) A /
18 " o [ 1 se T T T ] 1
| ] [ | | 1 1 | | 1 | [ | | 1 [ 1A 1
Pepe30 ESAT-6& ATTGTGREROREGAT ARCAATTTCACRCAGRATT CATTARRGARGAGAART T ARCT ATERGAAGATCECATCACCATCACCATCACGHEATOCATERC RE-RG
|1 3 g H 121 H H H H g :r. T -._'
Pgedd CFP-10 ARITGTGRGCGGATRAACARTTTCRCACRERATT CAT TARRGAGEAGIART TARC TATGRERGEAT CECRATCACCRTCRCCATCRCGERT CCATHERCAGRE
n R i H H H H H H 5 H A E
Lie 124 L0 1w 150 i a2 Lét 119 F]

P I T seccalesncclaaasfaaaale loscclasacfasaafocacfocaclaasalasss] ifaccalaas
Prge 30 ESAT-6& AECRGTEEAATTTCROHGT ATOGRGROOR G ARG GERATCC AGEEARNTETC RCET CCATTCAT TCCC TOC T TEACGAGHEEARFCRGTOCCTER

I J I k A I E &4 & A 35 v I 1 i ¥ I 2 I ¥ 5 L L I E K @ 5 L

Pige3d CEP-10 TGARGRCCGATGCCRCTACCCTOR GCARGRGECARGT AR T TTCGAFCREAT CT OO ERCC TERAARRCCCREATCERCCRGET GERGT CEROREC G
E T D A T L & E L E R I & I L K T I b Q ¥ E 35 L

e FEL 1T 14 FETT Fi] 1 FTT ER §oE
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Pyge3d ESAT-6& CRAGCTCHRCRGCGEOCTERHEORGT AFCREGTT CHG AGFCGT ACCAGEETGT CCARC RARRATEEEROFCCACHECT ACCHFAGC TEARCARCHOFCTECR

K L i : E ] v o 1K I T TE L 1} L 1
Pope 30 CFP-10  TTOGT TGCRAGGGECCAGTGECGROEH GLHRCEEEEAOGEC CROCC REEOOGCEETHETEOERCT TOC ARGARGC RGO CART AAGC AEARGC AGGRACTCGR
L 0 o W R A T A A 0 A AV Y RTF OE A A N EKEOQDEKOJJDELTD
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Sekil 9: ESAT-6 ve CFP-10 tasiyan ekspresyon vektorlerine ait DNA dizi analizi sonuglari ve

beklenen translasyon {iriinlerinin aminoasit dizileri (RBS:Ribozomal baglanma sahasi)

Dogru yonli ve gerceve kaymasi olmadan yerlesebilen DNA’lar1 igeren plazmitlerin
dizileme sonuglar1 ve beklenen translasyon iirlinlerinin aminoasit dizileri Sekil 9°’da

goriilmektedir.

Uygun plazmitleri tasiyan M15 E. coli hiicreleri +4 °C’ deki replikalar1 kullanilarak
900 pl antibiyotikli LB s1v1 besiyeri i¢eren ependorflara inokiile edidi. 8 saat 37 °C ‘de inkiibe
edildi. Uzerine 100 ul %50 lik gliserol eklenerek -80 °C’de saklandi.

5.2.12. Proteinlerin saflastirilmasi

1. Transforme hiicreler, -80 °C’de saklanan %5 gliserollii stoktan, 100 pg/ml ampisilin, 25

pg/ml kanamisin igeren LB siv1 besiyeri igerisine alinarak bir gece inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

50 katt hacmindeki 100 pug/ml ampisilin, 25 pg/ml kanamisin igeren yeni LB sivi

besiyerine aktarildi.
37 °C de 200 rpm de ODgpp=0,7 oluncaya dek inkiibe edildi.
1 mM IPTG eklendi ve 37 °C’de 200 rpm de 4 saat daha inkiibe edildi.

+4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santriflij yapildi, elde edilen hiicre ¢okeltileri -70 °C’de

saklandi.

50 ml hacimdeki kiiltiirden elde edilen ¢okelti iizerine 30 pl proteaz inhibitdr kokteyli
eklendi.

Buz tizerinde 5-10 dakika erimesi beklendi.

Uzerine 1500 pl hacimde % 0,5 NP-40 iceren tampon B eklenerek kdpiirtmeden

vortekslendi ve homojenizasyonu saglandi.
Karisim buz tizerinde sogutulmus ependorfa aktarildi.

+4 °C’de , % 70 amplitiitte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme donemleri ile 1 dakika

siiren sonikasyon islemi 3 kez tekrarlandi.

Oda sicakliginda 1 saat siire ile kopiirtmeden vortekslenerek, inkliizyon cisimciklerinin

olabildigince agilmas1 saglandi.
10.000 g’de, 25 dakika santrifiij yapildu.

Hiicre lizatinin siipernatan kismi alinarak, buz iizerinde sogutulmus yeni bir ependorfa

aktarildi.

1200 pl stipernatana 300 pl kullanima hazir (%50 lik) Ni-NTA agaroz eklenerek 200

rpm’de, 1 saat kopiirtmeden vortekslendi ve karisim bos kromatografi kolonuna aktarildi.
Karigimi i¢eren kolon, 700 g de 2 dk santrifiij yapildi, siiziilen kisim -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, birinci yikama sonrasi

kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, ikinci yikama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, li¢iincli yikama sonrasi

kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.
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19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 1. IP’lii ytkama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 ul tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 1. IP’siiz yikama sonras1

kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 2. IP’lii yikama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 ul tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 2. IP’siiz yikama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 3. IP’lii yikama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 ul tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 3. IP’siiz yikama sonrasi

kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 4. IP’lii yikama sonrasi

kolondan stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 ul tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi, 4. IP’siiz yikama sonrasi

kolondan siiziilen siv1 -20 °C’de saklandi.
150 ul % 1°lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi ve eliie edildi.

150 pl % 1°1lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi ve 6nceki eliisyona ilave
edildi.

150 pl % 1°1lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifiij yapildi ve dnceki eliisyona ilave
edildi.

Eliisyon karisimlariin 20 pl’si SDS-PAGE i¢in -20 °C’de saklanda.
Eliisyon karigiminin kalan kismina, iki defa, 50 ml PBS’e kars1 diyaliz uygulandi.

Yaklagik 500 pl olan protein preparati, 50 pl hacimlerde alikotlanarak -20 °C’de saklandi.

5.2.13. SDS-PAGE icin orneklerin ve jelin hazirlanmasi

%10 luk Tris-Trisin SDS poliakrilamit jelin hazirlanmasi

Cam levhalar jelin cama yapismasini onlemek i¢in izopropanol ile silindi ve cam

levhalarin arasina aralayici (“spacer”) yerlestirildi.
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o % 10 lik ay1irma jelinin hazirlanist;

Distile su 3,7ml
AB-3 Tamponu 2,0 ml
3X Jel Tamponu 3,3ml
Gliserol 1,0 ml
Amonyum perstilfat (% 10) 50 ul
TEMED 5ul

Calkalanarak homojenizasyonu saglandi ve hemen dokiildii.

Polimerizasyonu sirasinda hava kabarcig1 olusmamasi i¢in tizerine izopropanol eklendi, 1 saat

sonra dokiilerek 5 dakika kurumasi beklendi.

o %4’liik yigma jelinin hazirlanisi;
Distile su 4,0 ml
AB-3 Tamponu 0,5 ml
3X Jel Tamponu 1,5 ml
Amonyum perstilfat (% 10) 45 ul
TEMED 5ul

Calkalanarak homojenizasyonu saglandi. Jel hemen dokiildii ve taraklar yerlestirildi.
1 saat yigma jelinin polimerize olmasi i¢in beklendi ve taraklar dikkatlice ¢ikartildi.
Su banyosu 95 °C’ ye ayarlandu.

° Hiicre lizati, lizatin matriksten siiziintiisii, yikama sonrasi kolondan siiziilen sivi
kisimlar ve diyaliz sonrasi elde edilen protein preparatlarinin lizerine kendilerine esit hacimde
2X SDS-PAGE 6rnek tamponu eklendi. Ornekler 95 °C’de 7 dakika kaynatild: ve 12.000 g’de
10 saniye santrifiij yapildi.
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5.2.14. SDS-PAGE ve Western blotlama

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

Marker ve stipernatanlardan 10’ar pl yiiklendi.

100 voltta marker bantlarinin istenilen biiyiikliikteki proteinleri ayirt ettirecek uzakliga
geldigi 50. dakikada elektroforez iglemi durduruldu ve jellerden birisi boyand: digeri ile

blotlama islemine gecildi.

Jel ile ayn1 boyutta iki adet kurutma kagidi Tricine SDS-PAGE katot transfer tamponu ile

1slatilarak elektroblotter lizerine yerlestirildi.

Jel ile ayn1 boyutta kesilmis PVDF membran, metanolde 5 dakika bekletildikten sonra
SDS-PAGE katot transfer tamponu ile 1slatildi ve transfer tamponu ile 1slatilmis kurutma

kagitlarinin iizerine yerlestirildi.
Jel, PVDF membranin iizerine yerlestirildi.

Jel ile aynm1 boyutta iki adet kurutma kagidi yine SDS-PAGE katot transfer tamponu ile

1slatilarak jelin lizerine yerlestirildi.

Son olarak bir cam tiip lizerinde yuvarlanarak, katmanlarin arasindaki hava kabarciklar1
giderildi.

Elektro-blotter cihazinin anot kutbuna bagl kapagi kapatildi.

Jel boyutuna gore 5,5 miliamper / cm”® ‘lik akimda 1 saat boyunca elektrotransfer islemi

gerceklestirildi.

Karistiricr lizerinde, 30 ml bloklama soliisyonu igerisinde bir gece +4 °C’de inkiibe
edildi.
Bloklama soliisyonu ile 3 / 10.000 oraninda seyreltilen HRP ile konjuge mouse anti-his

antikoru iceren kaba alinan PVDF membran oda sicakliinda 1 saat inkiibe edildi.

PVDF membran % 0,5 Tween20 igeren PBS ile ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 6 kez
yikandi.

Temiz bir cam ylizeyine alinan PVDF membran {izerine taze hazirlanan ve luminol igeren

substrat eklendi.

5 dakika sonra karanlik odada asetatlar arasinda film kasetinde yerlestirilen PVDF

membranin iizerine fotograf filmi konularak film kaseti kapatildi.
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15.

16.

17.

18.

10 dakika, 3 dakika, 1 dakika ve 20 saniyelik siirelerde ayni islem tekrarlanarak en

uygun pozlanma siiresinde renklenen fotograf kagidi saklandi.

Western blotlama islemine alimmmayan diger jel ise karistiricida fiksasyon tamponu

icerisinde oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

%0,025’lik Commasie Blue boya ¢ozeltisine alinan jel karistiricida oda sicakliginda 30

dakika boyandi.

Jel, karistiric1 iizerinde ve oda sicakliginda, yarim saat arayla yenilenen boya arindirici

¢ozelti igerisinde bir gece bekletildi.

ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini eksprese eden hiicre lizatlari, yikama ve eliisyon

tirtinlerine ait SDS-PAGE jel ve Western blotlama fotografi Resim 5’de gosterilmektedir.

ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin molekiiler biiytikliik cetveli kullanilarak yapilan

biiylikliik hesaplamasi Sekil 10°’da gosterilmektedir.
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Resim 5: ESAT-6 ve CFP-10 © a ait SDS-PAGE jel ve Western blotlama sonuglari; EL:ESAT-
6 hiicre lizati, EFT: ESAT-6 matriksten inen kistm, EW1: ESAT-6 birinci yikama, EW2:
ESAT-6 ikinci yikama, EW3: ESAT-6 ii¢lincii yitkama, E: ESAT-6 proten preparati,
M:Marker, C: CFP-10 proten preparati, CW3: CFP-10 ii¢ilincii yikama, CW2: CFP-10 ikinci
yikama, CW1: CFP-10 birinci yikama, CFT: CFP-10 matriksten inen kistm, CL:CFP-10 hiicre

lizat1.
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Ma(kDa) Uzaklik(cm)
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47
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Sekil 10: ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin molekiiler biiytikliik hesaplamasi.

5.2.15. Protein yogunluklarinin belirlenmesi

Elde edilen protein preparatlarinin yogunlugu ol¢iiliirken protein preparati ve BSA ile

hazirlanan standartlarin iizerine esit hacimde BCA protein konsantrasyon saptama indikatorii

eklendi. 37 °C’de 2 saat inkiibasyondan sonra ortaya ¢ikan renklenme 562 nm dalga boyunda,

spektrofotometrik olarak oOl¢iildii. Standart OD degerlerine gore cizilen egri iizerinde

orneklerin OD degeri ve karsilik gelen protein konsantrasyonlar1 belirlendi. BSA standartlari

ve protein preparatlarinin OD degerleri Sekil 11°da gosterilmektedir.
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Sekil 11: ESAT-6 ve CFP-10 protein preparatlarinin yogunluklari
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5.2.16. Protein preparatindaki endotoksin yogunlugunun belirlenmesi

Elde edilen protein preparatindaki endotoksin yogunlugu belirlenirken 6nce protein
preparatlar1 1 pg / ml konsantrasyonda olacaklar: sekilde PBS ile sulandirildi. Daha sonra hem
protein preparatlart (1/1 — 1/2 - 1/4 - 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/64 — 1/128 ) ve hem de endotoksin
standartlar1 (400 — 40 -4 - 0,5 - 0,25 — 0,125 — 0,06 — 0,03 — 0,015 EU / ml) ile hazirlanan
dilusyonlarin {lizerine esit hacimde amebosit lizat1 calisma ¢6zeltisi eklendi. 37 °C’de 1 saatlik

inkiibasyondan sonra jellesmenin oldugu tiipler not edildi.
Standart pozitiflik siiri: 0,125 EU/ml pozitif, 0,06 EU/ml negatif
ESAT-6 i¢in 1 / 4 dilisyonda jellesme pozitif
1 / 8 diliisyonda jellesme negatifti.
1/4 inde 0,125 EU / ml ise 1/1 inde 4 x 0,125 EU = 0,5 EU endotoksin bulunmaktaydi.
Yani; 1 ug ESAT-6 igerisinde 0,5 EU = 0,05 ng endotoksin bulunmaktaydi.
CFP-10 i¢in 1 / 2 diliisyonda jellesme pozitif
1 / 4 diliisyonda jellesme negatifti.

1/2’sinde 0,125 EU / ml ise 1/1 inde 2 x 0,125 EU = 0,25 EU endotoksin
bulunmaktaydi.

Yani; 1 ug CFP-10 igerisinde 0,25 EU = 0,025 ng endotoksin bulunmaktaydi.

Boylece her iki protein preparatinin da 1 pg protein igerisinde 0,3 ng’dan daha az

endotoksin i¢erdiginden, hiicre kiiltiirii calismalarina uygun olduklari saptandi [9] .
5.2.17. Heparinize kan orneklerinin toplanmasi ve antijenle uyarilmasi

Hasta ve kontrol grubundan toplam 10 ml heparinize kan ornekleri alindi1 ve 24-
kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina, her hasta i¢in kullanilan 6 kuyucuga 1’er ml

dagitildi.

1. kuyucuga antijen eklenmedi

2. kuyucuga 1 pg/ml ESAT-6 eklendi
3. kuyucuga 1 pg/ml CFP-10 eklendi

4. kuyucuga 1 pg/ml ESAT-6 ve 1 pg/ml CFP-10 eklendi
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5. kuyucuga 1 pg/ml DHFR eklendi

6. kuyucuga 1,5 pg/ml fito-hemaglutinin eklendi

5.2.18. Hiicre kiiltiirii ve plazmalarin saklanmasi

Kiiltiir plaklar ¢alkalayici tizerinde 100 rpm’de 90 saniye karistirilarak 37°C’de 16-18

saat inkiibe edildi. Inkiibasyonlar1 sonrasinda bazi kuyucuklardaki (%15-20) heparinize kan

orneklerinin yiizeylerinde yesilimsi ince bir tabaka olustugu goriildii. Bu kuyucuklarin

stipernatan kisimlar1 kanli agara ekildi ve lireme saptanmadi. Gram boyal1 preparatlarinda,

bakteri ya da mantar hiicrelerine rastlanmadi, ayrica antijen eklenmemis olanlarda IFN-y veya

IL-10 yanitlarinda yilikselme veya azalma saptanmadi.

Hiicre kiiltiirii plaklarmin plazma kisimlar1 steril ependorflara alinarak -80°C’de

saklandi.

5.2.19 IFN-y ve IL-10 diizeylerinin plak ELISA yontemi ile ol¢iilmesi

1.

10.

IFN-y ve IL-10’a ait yakalayict “capture” antikorlar, kaplama tamponu ile 1 / 250
oraninda diliie edilerek diiz tabanl1 96 kuyucuklu plaklara 100’er pl dagitildi.

+4 °C’de bir gece inkiibe edildi.

300 pl yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

200 pl deney ¢ozeltisi eklenilerek oda sicakliginda 1 saat bloklandi.
300 pl yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

Deney c¢ozeltisinde diliie edilen insan IFN-y ve insan IL-10 standartlar1 100 pl
hacimlerde, ve hasta ornekleri gerektiginde deney ¢ozeltisi ile diliie edilerek 100’°er pl
hacimlerde kuyucuklara dagitildi (Hem standarlar hem de ornekler ikiser kez galigildi.
Her iki sonucun varyasyon katsayisi (standart sapma / ortalama) %10 ve iizerinde olan

ornekler ise Ui¢ kez caligildi).
Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
300 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Biyotinle konjuge IFN-y ve IL-10’a ait saptama “detection” antikorlari, deney c¢ozeltisi

ile 1 /250 oraninda diliie edilerek kuyucuklara 100'er pl dagitildu.

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
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11. 300 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

12. Avidin ile konjuge Horse Radish Peroksidaz enzimi, deney c¢ozeltisi ile 1 / 250 oraninda

diliie edilerek kuyucuklara 100’er pl dagitildi.
13. Oda sicakliginda 30 dakika saat inkiibe edildi.
14. 300 pl yikama tamponu ile 7 kez yikandi.
15. Tetrametilmenzidin siibstrati kuyucuklara 100’er pl dagitildi.
16. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
17. 1 M H,SO4 tepkime durdurucu ¢ézeltiden kuyucuklara 50’ser pl dagitildi.
18. ELISA plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okutuldu.
19. Standart ve hasta 6rnek kuyucuklarinda elde edilen OD degerleri kaydedildi.

Standartlar ve hasta 6rnekleri ikiser kez calisildi. Elde edilen iki 6l¢iim degerinin standart
sapmasi bu iki degerin ortalamasinin %10 undan biiylik ise tligiincii kez c¢alisildi. Hasta
ornekleri testin kantitatif 6l¢iim sinirlarinin iizerinde ise uygun oranda seyreltilerek yeniden

calisildi.

Standart egrilerinin ¢izilmesi ve sonuglarin hesaplanmasinda Microsoft® Office Excel

2003 yazilim kullanild.

Ikiser kat seyreltilerek hazirlanan standart kuyucuklarinda olgiilen OD degerleri
kullanilarak standart egriler ¢izildi. Hasta kuyucuklarinda elde edilen OD dlgiimlerinin

ortalamalari standart egrilere yerlestirilerek sitokin degerleri hesaplandi [Sekil 12].
5.2.20. Istatistiksel analizler

Kontrol ve hasta gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemlilik testleri T-testi ile,

parametrik yontemlere uymayan kosullarda ise Mann-Whitney U testi ile 6l¢iildii.

Sitokin degerlerinin kavite boyutu gibi parametrik degiskenlerle olan korelasyon
iligkileri Pearson Korelasyon analizi kullanilarak Olciildii. Sitokin degerleri ile hastalarin
parametrik kosullart karsilamayan degiskenlerinin korelasyon iligkileri ise Spearman
korelasyon analizi ile 6l¢iildii. Hastalarin radyolojik bulgularinin sitokin degerlerinin ortaya
cikmasina sagladigi katkilar ve anlamlilik diizeyleri ise ¢oklu dogrusal regresyon analizi
kullanilarak 6lciildii. Istatistiksel analizler sirasinda “SPSS 15.0 for Windows Evaluation

Version” kullanildi.
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STANDARTLAR| DEGERLERI 0D DEGERLERI 1 2 3 4 6 7 8 a 10 11 12
STD 1 0 67 A 59 103 683 102 91| 457 670 4583 207 1,1 192
STD 2 4 65 B 75 127 653 111 94| 325 629] 557 256] 178| 208
STD 3 8 60 C 61 137] 1310 198 219] 311 8| 2225] 2631 652] 2399
STD 4 16 68 oD| D 69 137 1321 174 188 240 153 1927| 2734| 464 2084
STD 5 32 115 E 51 171| 2084] 155 175 8o 401 &573] 372] 216 823
STD 6 64 137 F 69 180| 1984] 145 161 a9g| 431 517 269| 180| 607

STD7 128 176 G 61 2092 2780 115 243 159 410 1151] 1502 308 2001
STD 8 256 799 H 74| 306] 3000] 180 7256] 122  342] o01| 1455 334] 2165
STD 9 512 668 1 ) 3 4 6 7 8 9l 10| 1N 12
STD 10 1024 1316 A 28 24 366 514] 453 161] 87 145
STD 11 2048 2034 B 3 25  274|  48a] 43s] 211] 131 162

STD 12 4096 2890 C 151 173| 264| 269 2505| 3476] a01| 2921
KANTITATIF| D 126 141 195 91| 1896 3723| 370| 2168
3500 - E 94 127 23| 327 446 307] 170] 635
a000 F 77 104 26] 348 407 225] 133] 470
G 32 198 101 333 894| 1200 262| 2184

2500 H 133 711 42| 286 696 1223] 280| 7361
2000 1 ) 3 4 6 7 8 9l 10| 1N 12
1500 A|STDO [STD4 [STD 8 2?@ 23@ 30@ 31@ 32@ 33153 34@ 35@ 3?@
/ B|STDO[STD4 [STDS8 [27 @ (28 9 [30 @ (1@ [32@ (338 [348 [36@ (370

1000 C|STD1|STDA5 |[STD9 [27 E (286 E [30 E [31E [32E [33E |[34E [36E |37 E
- / YERLESIM| D|STD 1 [STDS5 [STD9 [27Z E [28 E [30 E [31E [32FE [33E [34E [36E [37E
/ E[STDZ [STD6 [STD10[27 C (28 C [30 C [31C [32C [33C [34C [36C (37 C

0 - - - - FISTDZ |[STD6 |[STD10(27 C (28 C [30 C [31C [32C [33C [3C [36¢C [37C

0 1000 2000 4000 5000 G|STD3 [STD7 [STD11(27 CE [?8 CE [30 CE [31 CE |32 CE [33 CE |34 CE |36 CE[37 CE
H|STD 3 [STD7 [STD 11(27 CE |28 CE [30 CE [31 CE [32 CE [33 CE |34 CE|[36 CE |37 CE

Sekil 12 : OD 6l¢iim sonuglart kullanilarak sitokin degerlerinin hesaplandigi standart egrileri. Elde edilen iki 6l¢tim degerinin standart

sapmast bu iki degerin ortalamasinin %10’undan biiyiik ise (gri renkli kuyucuklar) 6rnekler iigiincii kez ¢alisildi.
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6. BULGULAR

6.1. Plak ELISA yontemi ile olciilen sitokin diizeyleri

Antijenik uyaranlarla elde edilen sitokin degerleri ile, antijenik uyaranin bulunmadig:
kuyucuklarda elde edilen bazal sitokin degerlerinin farklar1 alindi. Boéylece ESAT-6, CFP-10
ve ESAT-6 + CFP-10 uyaranlarinin ortaya cikardiklart AIFN-y ve AIL-10 degerleri
hesaplandi. Sitokin degerlerine ek olarak AIFN-y ve AIL-10 diizeylerinin, ortaya c¢ikan
yanitlardaki goreceli hakimiyetlerini ortaya ¢ikarmak amaciyla AIFN-y / AIL-10 oranlar
hesaplandi.

Hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyet dagilimina sahip, oyki, klinik ve radyolojik
Ozelliklerine gore tiiberkiiloz enfeksiyonu kaniti bulunmayan saglikli kisilerden olusan 34
kisinin tamami kontrol grubu olarak kabul edildi. Bir sonraki basamakta ise, bu kontrol
grubunun i¢inden, iilkemizin epidemiyolojik verilerinden faydalanilarak, M. tuberculosis
enfeksiyon prevalansina (% 25-30) uygun oranda ve yiiksek AIFN-y / AIL-10 oranina sahip 10
kisilik (% 29) bir grup cikartildi. Boylece 24 kisiden olusan 2. kontrol grubu elde edildi. Tiim

istatistiksel karsilastirma analizleri bir kez de bu yeni kontrol grubuyla tekrarlandi.

Dr Suat Seren Gogilis Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi
tiiberkiiloz servisindeki klinisyen hekimlerin; klinik, laboratuvar ve radyolojik gozlemleri

dikkate alindiginda, 78 hasta birbirlerinden bagimsiz 6 grupta toplandi.
1. lyilesen tiiberkiiloz hastalar1 (n: 4)
2. Sadece fibronodiiler lezyonu olanlar (n: 30)
3. Plevral eflizyonu olanlar (n: 14)
4. Kaviter lezyonu olanlar (n: 23)
5. Coklu kaviter lezyonu olanlar (n: 5)
6. Milier tutulumu olanlar (n: 2)
Bu gruplarin yaninda tiim tiiberkiiloz hastalarinin ig¢erisinden iki grup daha belirlendi,
7. Niikseden tiiberkiiloz hastaligi olanlar (n: 15)
8. Tedaviye ihtiyact olan hastalar (n: 74)

Hastalarin  gruplanmasini  saglayan radyolojik bulgularina dair ornekler Resim 6°da

gosterilmektedir.
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Resim 6: Hastalarin gruplandirilmasini saglayan radyolojik bulgular: a; Fibronodiiler lezyon,

b; plevral eflizyon, c; kaviter lezyon, d; ¢coklu kaviter lezyon, e; milier tutulum.
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Tim gruplarin yas ve cinsiyet dagilimlari tablo 3’de gosterilmektedir.

SAYI | ERKEK | KADIN YAS
GRUP . " ORTALAMASI

(%) (%)

KONTROL GRUBU 1 34 26 8
(76) 24) 43,26

KONTROL GRUBU 2 24 19 5 45,63
79 (21

1. iYILESEN TUBERKULOZ 4 3 1 47,25

HASTALARI (75) 25)

2. SADECE FiIBRONODULER 30 21 9 45,50

LEZYONU OLANLAR (70) 30)

3. PLEVRAL EFUZYONU 14 11 3 43,43

OLANLAR (79) 1)

4. KAVITER LEZYONU OLANLAR 23 18 5 49,09
(78) (22)

5. COKLU KAVITER LEZYONU 5 4 1 35,40

OLANLAR (80) 20)

6. MILIER TUTULUMU OLANLAR 2 2 0 48,00
(100) 0)

7. NUKSEDEN TUBERKULOZ 15 13 2 39,00

HASTALIGI OLANLAR 87) (13)

8. TEDAVIYE iHTiYACI OLAN 74 56 18 45,61

HASTALAR 76) 24)

Tablo 3: Gruplarin yas ve cinsiyet dagilimlari.

Kontrol ve tliberkiiloz hasta gruplarinin sitokin degerleri (AIFN-y, AIL-10 ve AIFN-y / AIL-10
oranlar1) Tablo 4 — Tablo 13’de gosterilmektedir.
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Tablo 4: Birinci kontrol grubunun sitokin degerleri (pg / ml).

AE AC AEC AE AC AEC | AEIFN-y/ | ACIFN-y/ | AECIFN-y/

IFN-y | IFN-y | IFN-y | IL-10 IL-10 IL-10 AE IL-10 ACIL-10 AECIL-10

1 41 20 143 648 21 916 0,06 0,95 0,16

2 644 433 453 | 1441 865 | 1843 0,45 0,50 0,25

3 | 1030 24 244 829 95 932 1,24 0,26 0,26

4 239 297 158 263 365 | 1140 0,91 0,81 0,14

5 424 8| 1174 252 174 420 1,68 0,05 2,79

6 119 19 125 211 21 184 0,57 0,93 0,68

7 361 204 388 328 185 258 1,10 1,10 1,50

8 124 234 722 235 113 422 0,53 2,06 1,71

9 201 145 181 262 58 114 0,77 2,49 1,58

10 | 1391 29 739 616 20 528 2,26 1,47 1,40
11 | 1242 641 | 1825 904 233 | 1405 1,37 2,74 1,30
12 | 2658 172 | 2054 | 1170 113 | 1078 2,27 1,52 1,91
13 576 162 343 448 61 114 1,28 2,62 2,98
14 410 453 | 1172 235 164 388 1,74 2,75 3,02
15 945 193 783 529 34 524 1,79 5,51 1,49
16 85 0 84 9 1 14 8,42 0,50 5,53
17 | 1752 230 | 1752 484 90 667 3,61 2,53 2,63
18 | 1506 | 1019 | 1673 | 1066 136 664 1,41 7,43 2,52
19 372 204 | 1519 205 67 257 1,82 3,03 5,89
20 | 1215 666 | 1177 507 55 708 2,40 11,94 1,66
21 | 3291 | 1486 | 3570 | 1173 190 | 1593 2,80 7,78 2,24
22 | 1375 | 1150 | 2996 468 168 | 1018 2,94 6,81 2,94
23 163 239 419 126 30 66 1,29 7,67 6,23
24 532 240 265 62 63 88 8,41 3,74 2,98
25 582 | 3147 | 1886 762 48 562 0,76 64,36 3,35
26 | 3309 | 1422 | 2530 802 82 908 4,12 17,16 2,79
27 168 | 1299 | 1529 107 69 221 1,56 18,67 6,88
28 | 1626 773 | 2176 182 51 | 1038 8,90 14,87 2,10
29 828 128 | 1165 62 9 164 13,10 13,39 7,07
30 | 4218 870 769 110 41 226 38,12 20,67 3,38
31 | 4045 | 3600 | 4245 646 59 483 6,25 59,87 8,77
32 | 1924 741 | 2740 136 41 200 14,00 17,52 13,62
33 | 8031 | 1422 | 7726 356 115 460 22,52 12,23 16,76
34 | 3962 883 | 4257 111 23 376 35,37 37,17 11,29
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Tablo 5: ikinci kontrol grubunun sitokin degerleri (pg / ml).

AE AC AEC AE AC AEC | AEIFN-y/ | ACIFN-y/ | AECIFN-y/

IFN-y | IFN-y | IFN-y | IL-10 IL-10 IL-10 AE IL-10 ACIL-10 AECIL-10

1 41 20 143 648 21 916 0,06 0,95 0,16

2 644 433 453 | 1441 865 | 1843 0,45 0,50 0,25

3 | 1030 24 244 829 95 932 1,24 0,26 0,26

4 239 297 158 263 365 | 1140 0,91 0,81 0,14

5 424 8| 1174 252 174 420 1,68 0,05 2,79

6 119 19 125 211 21 184 0,57 0,93 0,68

7 361 204 388 328 185 258 1,10 1,10 1,50

8 124 234 722 235 113 422 0,53 2,06 1,71

9 201 145 181 262 58 114 0,77 2,49 1,58

10 | 1391 29 739 616 20 528 2,26 1,47 1,40
11 | 1242 641 | 1825 904 233 | 1405 1,37 2,74 1,30
12 | 2658 172 | 2054 | 1170 113 | 1078 2,27 1,52 1,91
13 576 162 343 448 61 114 1,28 2,62 2,98
14 410 453 | 1172 235 164 388 1,74 2,75 3,02
15 945 193 783 529 34 524 1,79 5,51 1,49
16 85 0 84 9 1 14 8,42 0,50 5,53
17 | 1752 230 | 1752 484 90 667 3,61 2,53 2,63
18 | 1506 | 1019 | 1673 | 1066 136 664 1,41 7,43 2,52
19 372 204 | 1519 205 67 257 1,82 3,03 5,89
20 | 1215 666 | 1177 507 55 708 2,40 11,94 1,66
21 | 3291 | 1486 | 3570 | 1173 190 | 1593 2,80 7,78 2,24
22 | 1375 | 1150 | 2996 468 168 | 1018 2,94 6,81 2,94
23 163 239 419 126 30 66 1,29 7,67 6,23
24 532 240 265 62 63 88 8,41 3,74 2,98
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Tablo 6: lyilesen tiiberkiiloz hastalarinin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

KAV.ITE

AE AC | AEC AE AC | AEC | AEIFN-y/| ACIFN-y/| AECIFN-y/ N FIBRO.NODU | PLEV.RAL EN BUYUK
IFN-y | IFN-y | IFNoy | 110 | 1L-10 | 10-10 | AEIL-10 | ACIL-10 | AECIL-10 | ARB | KULTUR | SEKEL |y pp 1 p7vON | EFFUZYON | ADEDI | KAVITE caPl
1 3002 | 1802 | 3727 616 25 620 4,87 68,91 6,00 | - - + - - 0 0
2 4086 | 1703 | 4086 65 49 592 62,27 34,23 6,89 | - - + - - 0 0
3 4210 | 3623 | 4210 15 2 30 255,74 1200,07 134,04 | - - + - - 0 0
4 3800 942 | 3446 78 26 69 48,01 34,99 49,38 | - + - - 0 0
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Tablo 7: Sadece fibronodiiler lezyonu olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

PNy | 1PNy | 1PNy | 1010 | 1010 | 1ieto | AEMAA0 | acTAfo | aBc-fo | AR® | KOLTOR | SEKEL | RGEVON | Errozvon | ADEDI | kavie can
1 79 891 911 45 47 180 1,73 18,78 505 | + + - + - 0 0
2 68 52 187 178 22 538 0,39 2,27 0,35 | + + - + - 0 0
3 378 556 911 457 278 52 0,83 2,00 17,26 | + + - + - 0 0
4 110 28 63 108 41 86 1,02 0,70 0,74 | - + + + - 0 0
5 10 11 26 44 6 65 0,24 1,73 0,40 | - + + + - 0 0
6 325 163 136 560 27 403 0,58 591 0,34 | + + + + - 0 0
7 116 0 37 42 19 71 2,70 0,05 0,53 | - + + + - 0 0
8 | 1084 226 | 1035 941 369 637 1,15 0,61 1,62 | - + + + - 0 0
9 157 111 192 389 14 202 0,41 7,48 0,95 | - + + + - 0 0
10 26 0 0 346 0 0 0,08 1,00 1,00 | + + + + - 0 0
11 49 40 62 84 0 182 0,59 41,46 0,34 | + + + + - 0 0
12 507 62 626 99 13 124 5,07 4,56 4,99 | + + + + - 0 0
13 56 0 301 59 0 67 0,95 1,00 447 | - + - + - 0 0
14 207 23 211 484 51 838 0,43 0,47 0,25 | + + - + - 0 0
15 817 50 | 1013 150 14 173 5,40 3,49 583 | + + - + - 0 0
16 472 327 | 1341 50 3 91 9,22 75,31 1454 | + + - + - 0 0
17 | 1450 | 3800 | 4001 202 31 461 7,13 119,80 8,67 | + + - + - 0 0
18 | 1018 325 | 1306 21 6 50 46,27 44,31 2554 | + + - + - 0 0
19 301 814 676 315 57 530 0,96 14,08 1,27 | - + - + - 0 0
20 39 0 25 677 0 750 0,06 1,00 0,03 | + - - + - 0 0
21 | 8385 | 5195 | 6170 494 53 490 16,93 96,05 12,58 | - + - + - 0 0
22 51 34 137 156 60 80 0,33 0,57 1,70 | + + - + - 0 0
23 6 36 58 292 50 280 0,02 0,72 0,21 | + + - + - 0 0
24 36 88 70 0 0 0 36,89 88,92 70,93 | - + - + - 0 0
25 230 150 321 26 18 20 8,54 7,90 15,10 | + + - + - 0 0
26 | 3940 94 | 3058 302 187 282 13,02 0,51 10,81 | + + - + - 0 0
27 | 4149 322 | 1664 114 25 193 36,13 12,44 8,60 | + + - + - 0 0
28 79 | 1356 | 1424 709 117 780 0,11 11,48 1,82 | + - + - 0 0
29 | 1507 844 | 1353 249 34 213 6,03 24,02 6,32 | + - + - 0 0
30 | 1499 | 3335 | 7622 767 15| 1961 1,95 211,89 3,88 | + + - + - 0 0
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Tablo 8: Plevral efiizyonu olanlar hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

ey | Ny | Ty w0 | mao| e | ABW0 | scmidol|  ascmao|A*® |KOLTOR| sexe. [FRSPORN| Srrvsvon | ADEDL | cevie car
1 2775 483 | 2120 59 3 69 46,32 124,84 30,26 | + + S + + 0 0
2 86 17 22 57 38 98 1,50 0,47 0,23 | - + - _ T 1 5
3 999 0| 1091 167 84 226 5,95 0,01 480 | + - + + + 2 7
4 510 117 694 19 1 88 25,40 52,58 7,85 | + + + 5 + 0 0
5 33 36 493 98 26 475 0,34 1,36 1,04 | - + + = + 0 0
6 2083 418 | 1777 262 53 369 7,92 7,78 4,80 | + + - = + 1 2
7 890 257 874 a0 36 a0 9,78 6,89 9,66 | + + = = + 1 2
8 1506 | 1254 | 1756 428 285 | 1600 3,51 4,39 1,10 | - - - = + 0 0
9 51 0 46 20 1 65 2,53 0,47 0,72 | - + s + + 0 0
10 150 91 180 404 48 577 0,37 1,88 0,31 | + + - + + 0 0
11 115 45 57 84 14 104 1,36 2,97 0,55 | - 4 - - + 0 0
12 237 12 326 428 105 452 0,55 0,12 0,72 | + + - + + 0 0
13 706 297 371 281 142 393 2,51 2,08 0,94 | + + S + + 0 0
14 | 3414 | 124 | 1070 58 6 88 58,06 19,18 12,05 | + ] + + 0 0
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Tablo 9: Kaviter lezyonu olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

PNy | 1PNy | 1PNy | 1010 | 1010 | 1ieto | AEMAA0 | ACTAfo | aBc-fo | AR® | KOLTOR | SEKEL | FRGEVON | Errozvon | ADEDI | kavie can
1 | 1413 | 1020 | 3351 61 21 118 22,95 46,47 28,28 | + + - + - 1 10
2 53 77 183 2 317 3 20,73 0,24 43,19 | + + - + - 3 7
3 | 1027 504 | 1700 247 69 389 4,14 7,19 4,36 | + + + - - 1 2
4 | 1614 706 | 1639 36 6 72 44,14 107,25 22,45 | + + + - - 5 5
5 576 675 | 1591 191 40 172 3,01 16,44 9,19 | + + - - 1 4
6 33 4 11 57 18 73 0,59 0,24 0,16 | + + - + - 1 6
7 11 1 13 999 309 | 1423 0,01 0,01 0,01 | + T - - - 1 6
8 586 199 330 46 13 73 12,47 14,73 4,49 | - + - + - 2 6
9 | 1204 43 959 337 29 446 3,57 1,47 2,15 | + + - + - 2 5
10 90 10 57 346 62 379 0,26 0,18 0,15 | + + - - - 3 5
11 122 64 106 225 383 752 0,54 0,17 0,14 | + + - + - 1 5
12 995 907 | 1482 696 121 849 1,43 7,41 1,74 | + + - + - 2 4
13 | 3127 | 4702 | 6852 74 50 98 41,59 93,03 69,51 | + + - - - 1 4
14 82 162 375 114 1 71 0,72 90,82 523 | + + - + - 1 4
15 499 | 1051 | 1166 555 130 398 0,90 8,04 293 | + + - + - 2 4
16 | 8099 | 4199 | 7474 | 1477 188 | 1607 5,48 22,17 4,65 | + + - - - 1 4
17 | 2382 | 3656 | 4234 305 31 404 7,79 115,46 10,45 | - + - - - 1 4
18 | 3784 | 1911 | 3991 62 19 187 60,24 95,25 21,22 | + + - + - 1 3
19 120 192 250 263 96 303 0,46 1,98 0,83 | + - ¥ - 2 3
20 226 43 244 126 44 975 1,78 0,97 0,25 | + + - - - 1 3
21 336 633 393 225 67 543 1,49 9,26 0,73 | + + - - - 1 3
22 149 8 89 256 13 143 0,58 0,61 0,63 | + + - - - 1 3
23 589 525 950 979 460 | 1142 0,60 1,14 0,83 | - + - + - 1 2
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Tablo 10: Coklu kaviter lezyonu olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

KAV.ITE

] ] ] 8] 00| fECT BT [ aC T ARCIRT [ e | ciron | sever | PovoReoe ] PEVRAL [RAVEET ovemvec
1 0 0 0 65 10 95 0,02 0,09 0,01 | + + - - - >5 1
2 0 0 0 239 2 165 0,00 0,31 0,01 | + + - - - >5 1
3 152 243 655 628 29 | 1023 0,24 8,11 0,64 | + + - - - >5 1
4 73 63 167 786 79 | 1601 0,09 0,80 0,10 | + + - - - >5 1
5 | 3879 | 2689 | 2794 259 84 336 14,93 31,81 8,30 | + + - - - >5 1
Tablo 11: Milier tutulumu olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

S P R e e C e v e bl
1 95 125 132 718 59 947 0,13 2,09 0,14 | + + - - - >5 0,3
2 9 5 44 193 55 572 0,05 0,11 0,08 | + + - + - >5 0,3
Tablo 12: Niikseden tiiberkiiloz hastalig1 olanlarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

L] 2] 5] ] [ | S| ACTC [ ST o | oumon | soce. |menenn] FECL [ESTE] s
1 110 28 63 108 41 86 1,02 0,70 0,74 | - + + + - 0 0
2 1027 504 | 1700 247 69 389 4,14 7,19 4,36 | + + + - - 1 2
3 1614 706 | 1639 36 6 72 44,14 107,25 22,45 | + + + - - 5 5
4 576 675 | 1591 191 40 172 3,01 16,44 9,19 | + + - - 1 4
5 999 0| 1091 167 84 226 5,95 0,01 4,80 | + - + + + 2 7
6 510 117 694 19 1 88 25,40 52,58 7,85 | + + + - + 0 0
7 33 36 493 98 26 475 0,34 1,36 1,04 | - + + = + 0 0
8 10 11 26 44 6 65 0,24 1,73 0,40 | - + + + - 0 0
9 325 163 136 560 27 403 0,58 591 0,34 | + + + + - 0 0
10 116 0 37 42 19 71 2,70 0,05 0,53 | - + + + - 0 0
11 | 1084 226 | 1035 941 369 637 1,15 0,61 1,62 | - + + + - 0 0
12 157 111 192 389 14 202 0,41 7,48 0,95 | - + + + - 0 0
13 26 0 0 346 0 0 0,08 1,00 1,00 | + + + + - 0 0
14 49 40 62 84 0 182 0,59 41,46 0,34 | + + + + - 0 0
15 507 62 626 99 13 124 5,07 4,56 4,99 | + + + + - 0 0
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Tablo 13: Tedaviye ihtiyaci olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri

| i | S|, 85| S SEC| AEi | AT 7] ARG | vy | coutn | secer | FeRoone | PEVRAL TRAVTE ey
1 2775 483 | 2120 59 3 69 46,32 124,84 30,26 | + + S + + 0 0
2 86 17 22 57 38 98 1,50 0,47 0,23 | - + - = + 1 5
3 2083 418 | 1777 262 53 369 7,92 7,78 480 | + + = = + 1 2
4 890 257 874 90 36 90 9,78 6,89 9,66 | + + - = + 1 2
5 1506 | 1254 | 1756 428 285 | 1600 3,51 4,39 1,10 | - - - - + 0 0
6 51 0 46 20 1 65 2,53 0,47 0,72 | - + - + + 0 0
7 150 91 180 404 48 577 0,37 1,88 0,31 | + + - + + 0 0
8 115 45 57 84 14 104 1,36 2,97 0,55 | - + - 5 + 0 0
9 237 12 326 428 105 452 0,55 0,12 0,72 | + + S + + 0 0
10 706 297 371 281 142 393 2,51 2,08 0,94 | + + - + + 0 0
11 | 3414 124 | 1070 58 6 88 58,06 19,18 12,05 | + - + + 0 0
12 79 891 911 45 47 180 1,73 18,78 5,05 | + + - + - 0 0
13 68 52 187 178 22 538 0,39 2,27 0,35 | + + 5 + - 0 0
14 110 28 63 108 41 86 1,02 0,70 0,74 | - + - + - 0 0
15 378 556 911 457 278 52 0,83 2,00 17,26 | + + = + - 0 0
16 56 0 301 59 0 67 0,95 1,00 447 | - + - + - 0 0
17 325 163 136 560 27 403 0,58 5,91 0,34 | + + 5 + - 0 0
18 207 23 211 484 51 838 0,43 0,47 0,25 | + + - + - 0 0
19 10 11 26 44 6 65 0,24 1,73 0,40 | - + - + - 0 0
20 817 50 | 1013 150 14 173 5,40 3,49 583 | + + - + - 0 0
21 472 327 | 1341 50 3 91 9,22 75,31 14,54 | + + S + - 0 0
22 | 1450 | 3800 | 4001 202 31 461 7,13 119,80 8,67 | + + - + - 0 0
23 | 1018 325 | 1306 21 6 50 46,27 44,31 25,54 | + + = + - 0 0
24 301 814 676 315 57 530 0,96 14,08 1,27 | - + - + - 0 0
25 39 0 25 677 0 750 0,06 1,00 0,03 | + - S + - 0 0
26 | 8385 | 5195 | 6170 494 53 490 16,93 96,05 12,58 | - + - + - 0 0
27 51 34 137 156 60 80 0,33 0,57 1,70 | + + 5 + - 0 0
28 6 36 58 292 50 280 0,02 0,72 0,21 | + + - + - 0 0
29 36 88 70 0 0 0 36,89 88,92 70,93 | - + S + - 0 0
30 230 150 321 26 18 20 8,54 7,90 15,10 | + + - + - 0 0
31 | 3940 94 | 3058 302 187 282 13,02 0,51 10,81 | + + 5 + - 0 0
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Tablo 13: Tedaviye ihtiyaci olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri (devami)

| | S|, 85| A SEC| Aei | AT 7] ARG |y | covrtn | secer | FeReRone | PEVRAL TRAVIE ey
32 | 4149 322 | 1664 114 25 193 36,13 12,44 8,60 | + + - + - 0 0
33 79 | 1356 | 1424 709 117 780 0,11 11,48 1,82 | + - + - 0 0
34 | 1507 844 | 1353 249 34 213 6,03 24,02 6,32 | + - + - 0 0
35 | 1499 | 3335 | 7622 767 15| 1961 1,95 211,89 3,88 | + + S + - 0 0
36 | 1413 | 1020 | 3351 61 21 118 22,95 46,47 28,28 | + + - + - 1 10
37 53 77 183 2 317 3 20,73 0,24 43,19 | + + 5 + - 3 7
38 33 4 11 57 18 73 0,59 0,24 0,16 | + + - + - 1 6
39 11 1 13 999 309 | 1423 0,01 0,01 0,01 | + + s - - 1 6
40 586 199 330 46 13 73 12,47 14,73 449 | - + - + - 2 6
41 | 1204 43 959 337 29 446 3,57 1,47 2,15 | + + - + - 2 5
42 90 10 57 346 62 379 0,26 0,18 0,15 | + + - - - 3 5
43 122 64 106 225 383 752 0,54 0,17 0,14 | + + 5 + - 1 5
44 995 907 | 1482 696 121 849 1,43 7,41 1,74 | + + - + - 2 4
45 | 3127 | 4702 | 6852 74 50 98 41,59 93,03 69,51 | + + - - - 1 4
46 82 162 375 114 1 71 0,72 90,82 523 | + + - + - 1 4
47 499 | 1051 | 1166 555 130 398 0,90 8,04 2,93 | + + 5 + - 2 4
48 | 8099 | 4199 | 7474 | 1477 188 | 1607 5,48 22,17 4,65 | + + - - - 1 4
49 | 2382 | 3656 | 4234 305 31 404 7,79 115,46 10,45 | - + - - - 1 4
50 | 3784 | 1911 | 3991 62 19 187 60,24 95,25 21,22 | + + - + - 1 3
51 120 192 250 263 96 303 0,46 1,98 0,83 | + s + - 2 3
52 226 43 244 126 44 975 1,78 0,97 0,25 | + + - - - 1 3
53 336 633 393 225 67 543 1,49 9,26 0,73 | + + = - - 1 3
54 149 8 89 256 13 143 0,58 0,61 0,63 | + + - - - 1 3
55 | 1027 504 | 1700 247 69 389 4,14 7,19 4,36 | + + s - - 1 2
56 589 525 950 979 460 | 1142 0,60 1,14 0,83 | - + - + - 1 2
57 0 0 0 65 10 95 0,02 0,09 0,01 | + + = - - 0 0
58 0 0 0 239 2 165 0,00 0,31 0,01 | + + - - - 0 0
59 152 243 655 628 29 | 1023 0,24 8,11 0,64 | + + s - - 0 0
60 73 63 167 786 79 | 1601 0,09 0,80 0,10 | + + - - - 0 0
61 | 3879 | 2689 | 2794 259 84 336 14,93 31,81 8,30 | + + = - - 0 0
62 95 125 132 718 59 947 0,13 2,09 0,14 | + + - - - 0 0
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Tablo 13: Tedaviye ihtiyaci olan hastalarin sitokin degerleri (pg / ml) ve klinik verileri (devami)

PNy | 1PNy | 1PNy | 1090 | 1010 | 1ot | AEMA0 | AcTAfo | aBc-fo | AR® | KOLTOR | SEKEL | FRGEVON | Errozvon | ADEDI | kv can
63 9 5 44 193 55 572 0,05 0,11 0,08 | + + - + - 0 0
64 999 0| 1091 167 84 226 5,95 0,01 4,80 | + - + + + 2 7
65 510 117 694 19 1 88 25,40 52,58 7,85 | + + + - + 0 0
66 33 36 493 98 26 475 0,34 1,36 1,04 | - + + - + 0 0
67 116 0 37 42 19 71 2,70 0,05 0,53 | - + + + - 0 0
68 | 1084 226 | 1035 941 369 637 1,15 0,61 1,62 | - + + + - 0 0
69 157 111 192 389 14 202 0,41 7,48 0,95 | - + + + - 0 0
70 26 0 0 346 0 0 0,08 1,00 1,00 | + + + + - 0 0
71 49 40 62 84 0 182 0,59 41,46 0,34 | + + + + - 0 0
72 507 62 626 99 13 124 5,07 4,56 4,99 | + + + + - 0 0
73 | 1614 706 | 1639 36 6 72 44,14 107,25 22,45 | + + + - - 5 5
74 576 675 | 1591 191 40 172 3,01 16,44 9,19 | + + - - 1 4
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AIFN-y, AIL-10 ve AIFN-y / AIL-10 oranlarinin ortalamalar1 ve yayginlik odlgiitleri,

kum torbasi1 grafiklerle ifade edildi. Koordinant sistemine daha kolay yerlestirilebilmeleri

amactyla AIFN-y / AIL-10 oranlar1 yerine on tabanina gore logaritma degerleri kullanildi

[Sekil 13, Sekil 14].
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Sekil 13: Birinci kontrol grubu ile karsilastirilan sitokin yaniti ortalamalar1 ve yayginlik

Olciitleri. Yesil renkli boyanan kutucuklar birinci kontrol grubunu, kirmizi renkli kutucuklar

birinci kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunan degerleri, mavi renkli

kutucuklar ise birinci kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunan degerleri

gostermektedir.
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Sekil 14: Ikinci kontrol grubu ile karsilastirilan sitokin yanit1 ortalamalar1 ve yayginlik

Olciitleri. Yesil renkli boyanan kutucuklar ikinci kontrol grubunu, kirmizi renkli kutucuklar

ikinci kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunan degerleri, mavi renkli kutucuklar

ise ikinci kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunan degerleri gostermektedir.

Grup ortalamalari

gosterilmektedir.

arasindaki

farkin anlamlilik testi

sonuclar1  Tablo

14°de
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ORT.
E AIFN-y

ORT.
C AIFN-y

ORT.
EC AIFN-y

ORT.
E AIL-10

ORT.
C AIL-10

ORT.
EC AIL-10

ORT.

E AIFN-y /
AIL-10
ORANI

ORT.

C AIFN-y /
AIL-10
ORANI

ORT.
EC AIFN-y /
AIL-10
ORANI

1. KONTROL GRUBU

34

1452,694

663,334

1558,250

463,100

113,546

587,651

5,760

10,385

3,817

2. KONTROL GRUBU

24

862,431

344,508

998,260

519,653

138,444

639,211

2,130

3,217

2,241

ORTALAMALARI
KARSILASTIRILAN GRUPLAR

IYILESEN TBC HASTALARI ILE
1. KONTROL GRUBU

3774,193

iYILESEN TBC HASTALARI ILE
2. KONTROL GRUBU

SADECE FIBRONODULER
LEZYONU OLANLAR ILE
1. KONTROL GRUBU

30

904,925

P
DEGERI

0,1044

2017,723

631,101

P
DEGERI

0,4513

3867,001

1164,506

P
DEGERI

P
DEGERI

P
DEGERI

P
DEGERI

P
DEGERI

P
DEGERI

193,486

0,0740

25,482

0,0350

327,813

0,2970

334,550

49,079

0,0820

0,0290

0,2350

0,1798

278,680

0,0114

51,893

0,0273

326,655

0,0093

26,684

7,538

SADECE FiBRONODQLER
LEZYONU OLANLAR ILE
2. KONTROL GRUBU

0,4567

0,1218

0,3432

0,0043

0,0106

0,0071

PLEVRAL EFUZYONU OLANLAR
iLE 1. KONTROL GRUBU

14

968,174

0,2520

225,080

0,0201

776,963

0,0696

175,388

0,0029

60,166

0,0447

335,274

0,0254

16,073

0,4749

5,360

P
DEGERI

0,5553

PLEVRAL EFUZYONU OLANLAR
ILE 2. KONTROL GRUBU

0,7770

0,2120

0,5010

0,0010

0,0250

0,0340

0,0820

KAVITER LEZYONU OLANLAR ILE
1. KONTROL GRUBU

23

1178,999

0,2820

925,797

KAVITER LEZYONU OLANLAR ILE
2. KONTROL GRUBU

0,2222

COKLU KA_ViTER LEZYONU
OLANLAR ILE 1. KONTROL GRUBU

820,691

0,0350

598,978

0,1869

0,2390

1627,816

0,4444

333,904

0,1020

108,206

0,4460

461,612

0,1566

10,237

27,850

10,156

0,1026

0,0514

0,2553

0,1074

723,177

0,0890

395,232

0,8870

40,807

0,1280

643,753

0,9190

3,058

0,0270

8,224

0,3340

1,812

0,0310

COKLU KA_ViTER LEZYONU
OLANLAR ILE 2. KONTROL GRUBU

0,0780

0,4820

0,2010

0,6740

0,0680

0,9330

0,0510

0,7580

0,0680

MILIER TUTULUMU OLANLAR ILE
1. KONTROL GRUBU

52,265

0,0130

64,901

0,0630

87,819

0,0130

455,514

0,9710

57,290

0,6670

759,396

0,3840

0,093

0,0060

1,099

0,1560

0,109

0,0030

MILIER TUTULUMU OLANLAR ILE
2. KONTROL GRUBU

0,0250

0,1230

0,0250

0,8120

0,3940

0,5540

0,0120

0,3020

0,0060

NUKSEDEN TBC HASTALIGI
OLANLAR iLE 1. KONTROL GRUBU

15

476,250

0,0084

178,645

0,0046

625,576

0,0087

224,700

0,0092

47,668

0,0015

212,859

0,0017

6,322

0,3509

16,556

0,6882

4,041

0,3975

NUKSEDEN TBC HASTALIGI
OLANLAR ILE 2. KONTROL GRUBU

0,0710

0,0810

0,1030

0,0040

0,0010

0,0030

0,9890

TEDAVIYE IHTIYACI OLAN
HASTALAR iLE 1. KONTROL
GRUBU

74

973,340

0,0813

628,408

TEDAVIYE IHTIYACI OLAN
HASTALAR ILE 2. KONTROL
GRUBU

0,3746

0,4377

1176,269

0,1391

288,957

0,0095

70,358

0,0411

403,353

0,0238

8,408

0,3163

0,0013

0,0099

0,0148

23,100

7,352 §

Tablo 14: Grup ortalamalar arasindaki farkin anlamlilik testi sonuglari
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Hastalarin uyaranlara kars1 elde edilen sitokin yanitlar1 kullanilarak hem birinci, hem
de ikinci kontrol grubuyla karsilastirilarak ROC egrileri elde edildi. Ayrica ROC egrileri ile
elde edilen duyarlilik ve secicilik diizeylerinde dnce ¢oklu kaviteli, milier tutulumu olan ya da
niikseden tiiberkiiloz hastalar1 diglanarak tekrarlandi. Daha sonra yalnizca ¢oklu kaviteli,
milier tutulumu olan ya da niikseden tiiberkiiloz hastalari ile olusturulan hasta grubuyla

tekrarlandi.

[FN-y yanitlarinin zayif oldugu grubun (¢oklu kaviter lezyonu olan, milier tutulumu
olan ya da niikseden tiiberkiilloz hastaligi bulunanlarin) disarida birakilmasiyla AIFN-y
degerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri artarken AIL-10 sonuglarinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri
azaldi. Yalnizca IFN-y yanitlarinin zayif oldugu grubun degerlendirmeye alinmasiyla AIL-10
sonuclarinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri artarken AIFN-y degerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri
azaldi. Ancak bu iki durumda da AIFN-y / AIL-10 oranlarinin duyarlilik ve ozgiilliikleri
etkilenmedi [Sekil 15].

Tedavi siireleri ile sitokin degerlerinin ortalamalar1 arasindaki iliski incelendiginde; 5
ile 17 gilin arasinda tedavi alanlarla daha uzun siire tedavi olanlarin arasinda anlamh farklar

bulundu.

ESAT-6"ya kars1 6 ile 17 glinden daha az siiredir tedavi gorenlerin AIFN-y ortalamalari

6 ile 17 giinden daha fazla siiredir tedavi gorenlere gore anlaml diizeyde ytiksek bulundu.

ESAT-6’ya karsi 5 ile 10 giinden daha az siiredir tedavi gorenlerin AIL-10
ortalamalari, 5 ile 10 giinden daha fazla siiredir tedavi gorenlere gore anlamli diizeyde yiiksek

bulundu.

ESAT-6’ya karsi AIFN-y / AIL-10 oranlarn ile tedavi siireleri arasinda iliski

saptanmadi.

CFP-10’a kars1 11 ile 17 glinden daha az siiredir tedavi gorenlerin AIFN-y ortalamalari,

11 ile 17 giinden daha fazla siiredir tedavi gorenlere gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
CFP-10’a kars1 AIL-10 degerleri ile tedavi siireleri arasinda iliski saptanmadi.

CFP-10’a kars1 11 ile 17 glinden daha az siiredir tedavi gorenlerin AIFN-y / AIL-10
oranlarinin ortalamalari, 11 ile 17 giinden daha fazla siiredir tedavi gorenlere gére anlamli

diizeyde yiiksek bulundu.
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ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanilmalarna kars1 9 ile 17 giinden daha az siiredir
tedavi gorenlerin AIFN-y ortalamalari, 9 ile 17 giinden daha fazla siiredir tedavi gorenlere

gore anlaml diizeyde yiiksek bulundu.

ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanilmalarna kars1 AIL-10 degerleri ile tedavi siireleri

arasinda iligki saptanmadi.

ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanilmalarna kars1 AIFN-y / AIL-10 degerleri ile

tedavi siireleri arasinda iligki saptanmada.

AIFN-y, AIL-10 ve AIFN-y / AIL-10 oranlarinin hastalarin; yas, cinsiyet, ARB
pozitifligi, kiiltlir pozitifligi ve radyolojik bulgular1 ile korelasyonlar1 incelendiginde, uyaran
olarak ESAT-6 tek basina veya CFP-10’la birlikte kullanildiginda AIFN-y yanitlari ile kiiltiir

pozitifligi arasinda orta diizeyde ve ters yonde bir korelasyon oldugu saptandi.

Uyaran olarak CFP-10 kullanildiginda AIL-10 yanitlar1 ile kavite adedi ve en biiyiik
kavite ¢apiyla orta diizeyde ve ayn1 yonde korelasyon oldugu, sekel varligi ile arasinda ise orta

diizeyde ancak ters yonde bir korelasyon oldugu saptandi.

Uyaran olarak CFP-10 tek basina veya ESAT-6 ile birlikte kullanildiginda AIFN-y /
AIL-10 oranlar ile kavite adedi arasinda orta diizeyde ve ters yonde bir korelasyon oldugu

saptandi.
Korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 15’de gosterildi.

AIFN-y, AIL-10 ve AIFN-y / AIL-10 oranlariyla hastalarin radyolojik bulgular1 arasinda

dogrusal regresyon iligkisi bulunup bulunmadig: incelendi;

Coklu dogrusal regresyon analizi sonuglarinin beta katsay1 ve p degerleri Tablo 16’da

gosterildi.
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AIFN-y AIL-10 log(AIFN-y / AIL-10)

Sekil 15: Sitokin yanitlar ile elde edilen ROC egrileri. I; Tiim tbe hastalari, II; ¢oklu kaviter
lezyonlular, milier tutulumu olanlar ve niikseden tbc hastalar1 hari¢ tim tbc hastalari, III;
coklu kaviter lezyonlular, milier tutulumu olanlar ve niikseden tbc hastalari, a; birinci kontrol
grubu ile karsilastirma sonuclari, b; ikinci kontrol grubu ile karsilagtirma sonuglarini, mavi
grafikler ESAT-6 ile, yesil renkli grafikler CFP-10 ile, tutuncu renkli grafikler ESAT-6 ve
CFP-10’un bir arada kullanilmasi ile elde edilen sitokin yanitlarin1 gostermektedir.
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Kiiltiir Pozitifligi Sekel Fibro- Plorezi | Kavite En
KORELASYON Noduler Adedi biiyiik
ANALIZI Lezyon kavite capi
E AIFN-y Katsayisi -0,244 0,074 -0,138 0,064 | -0,082 -0,023
P degeri 0,019 0,259 0,114 0,289 0,237 0,420
C AIFN-y Katsayis1 -0,104 | -0,050 -0,152 -0,148 | -0,033 0,028
P degeri 0,192 0,333 0,092 0,098 0,387 0,405
EC AIFN-y Katsayisi -0,218 0,035 -0,120 -0,027 | -0,090 0,056
P degeri 0,033 0,380 0,148 0,406 0,217 0,313
E AIL-10 Katsayisi -0,048 | -0,157 -0,048 -0,151 0,134 0,003
P degeri 0,343 0,086 0,338 0,094 0,122 0,490
C AIL-10 Katsayisi 0,016 | -0,217 -0,073 -0,008
P degeri 0,448 0,028 0,263 0,472
EC AIL-10 Katsayisi -0,160 | -0,187 -0,178 -0,060 0,001
P degeri 0,090 0,051 0,059 0,301 0,497
E AIFN-y / AIL-10 ORANI Katsayisi -0,167 0,097 -0,053 0,132 | -0,152 -0,058
P degeri 0,081 0,199 0,323 0,125 0,092 0,308
C AIFN-y / AIL-10 ORANI Katsayisi -0,074 0,072 -0,082 -0,108 | -0,198 -0,077
P degeri 0,269 0,265 0,238 0,174 0,041 0,253
EC AIFN-y / AIL-10 ORANI | Kat sayis1 -0,093 0,089 0,064 -0,015 | -0,210 0,038
P degeri 0,218 0,220 0,290 0,449 0,033 0,372

Tablo 15: Korelasyon analizi sonuglar1 (sar1 ile boyananlar ters yondeki, kirmizi ile boyananlar

ise ayni yondeki anlamli korelasyonlar1 géstermektedir)

CS)KLU Sekel Fibro- Plorezi Kavite En
DOGRUSAL Noduler Adedi biiyiik
REGRESYON Lezyon kavite cap1
ANALIZI
AE IFN-y | Betakatsayist | -307,949 | -1.039,594 | -583,392 | -208,648 | -24,148
P degeri 0,516 0,024 0,268 0,057 0,781
ACIFN-y | Betakatsayist | -503,751 | -925.778| -925913 | -174,288 7,302
P degeri 0,117 0,003 0,010 0,019 0,900
AECIFN-y | Beta katsayisi | -473.484 | -1.299.886 | -1.162,002 | -297.736 32,850
P degeri 0,326 0,006 0,032 0,008 0,709
AEIL-10 | Beta katsayisi | -104,943 73,760 |  -148,397 5,206 8,311
P degeri 0,196 0,342 0,101 0,778 0,575
ACIL-10 | Betakatsayisi | -26,105 10,815 6,011 2,178 8,823
P degeri 0,342 0,680 0,843 0,728 0,082
AECIL-10 | Betakatsayis1 | -261,737 | -231,512| -129.271 8,478 | -18,462
P degeri 0,028 0,041 0,320 0,751 0,390
E AIFN-y/AIL- | Betakatsayist | 10,708 -13,959 -5,685 -2,449 -0,504
10 ORANT P degeri 0,235 0,107 0,568 0,234 0,759
C AIFN-y/AIL- | Betakatsayis1 | 35,113 -61,390 49,792 | -10,790 -4,005
10 ORANI P degeri 0,367 0,101 0,249 0,226 0,574
EC AIFN-y / AIL- Beta katsayisi 2,439 _8,192 -8,054 -2,022 0,435
10 ORANI P degeri 0,663 0,129 0,196 0,117 0,672

Tablo 16: Coklu dogrusal regresyon analizi sonuglarinin beta katsay1 degerleri ve p degerleri

(gri ile boyananlar, anlamli dogrusal regresyon iliskisi bulunan verileri gostermektedir).
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7. TARTISMA

Latent tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda tiiberkiilin deri testine alternatif olarak
kullanilmaya baslanan IFN-y testlerinde, M. tuberculosis’e 6zgii olan veya olmayan antijenler
kullanilmaktadir. Antijenik uyarana karsi biiyiikk oranda yardimeci T lenfositler tarafindan

sentezlenen IFN-y diizeyleri saptanmaktadir.

Tiberkiiloz hastalar1 ve saglikli kontrol gruplariyla yapilan calismalarda; M.
tuberculosis’e ait RD1 operonu tarafindan sentezlenen ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerinin
birlikte kullanildig1 IFN-y testlerinin 6zgilliigiiniin, tiiberkiilin deri testine kiyasla yiiksek
oldugu saptanmustir. Ayrica bu testlede, BCG asis1 ve gecirilmis tiiberkiiloz dist

mikobakteriyel enfeksiyonlara bagli yanlis pozitiflik oranlar diisiiktiir.

Latent tliberkiiloz hastaliginin tanisinda kullanilan tiiberkiilin deri testine kiyasla, daha
iyl sonuglar elde edilse de, bazi calismalarda bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde,
cocuklarda, akciger dis1 tiiberkiiloz olgularinda ve tiiberkiiloz hastaliginin endemik oldugu
bolgelerde yasayan bireylerde IFN-y testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin diisiik olabildigi

gosterilmistir.

Hiicre kiiltiirii kuyucuklarinda, IFN-y sentezleyen ve leke olusturan yardimcei T lenfosit
kolonilerinin sayildigi ELISPOT testleri ile IFN-y diizeylerinin 6l¢iildiigii ELISA testlerinin
ticari formlar1 bulunmaktadir ve maliyetleri yiiksektir. Bu maliyetleri diistirebilmek, farkli
calismalar icin kullanilmasi planlanan klonlama, ekspresyon, protein saflagtirma ve tam kan
hiicre kiiltliri yontemlerinin optimizasyonu amaciyla deney diizeneklerinin laboratuvarimizda
hazirlanmasina karar verildi. Cesitli asamalarda karsilasilan sorunlar, literatiir destegiyle

uygulanan ¢6ziim yontemleri kullanilarak asildi.

Pet100/D-Topo-ekspresyon vektoriine klonlanan ESAT-6 geni ile beklenen DNA dizi
analizi sonuglar1 elde edilmesine ragmen konak hiicre olarak se¢ilen BL21 Star E. coli susunda
SDS-PAGE ile saptanacak diizeyde ekspresyon saglanamadi. Farkli bir vektor (pQE30) ve
konak hiicresi (M15 E. coli susu) kullanildi.

1 ml heparinize kan orneklerinde NO (Nitrik oksit) diizeyleri AIFN-y degerleri 8000

pg‘n lizerinde olan hastalarda bile saptanma sinirinin altinda bulundu.

His-tag afinite kromatografi teknikleriyle elde edilen protein preparati; endotoksin,

protein, DNA gibi konak hiicreye ait kalintilardan 6nemli 6l¢iide arindirilmaktadir. Yine de
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protein preparatinda, hiicre kiltlirii kosullarinda poliklonal T lenfosit yanitina yol agacak
diizeyde endotoksin bulunabilmektedir. Protein preparatint endotoksinden armndirmak
amaciyla kullanilan matrikslerinin maliyeti ¢ok yliksektir. Oysa Franken ve arkadaslarinin
2000 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, protein preparatindaki endotoksin diizeyinin sadece
izopropanol kullanilarak disiiriilebildigi gosterilmistir [117]. Bu ydntemde, endotoksinin
proteinlerden uzaklastirilmasinda, Ni-NTA matriksine baglanmis durumdaki proteinlere
izopropanoliin %60 yogunluktaki tamponu ile fazladan 4 yikama basamagi daha
uygulanmaktadir. Boylece protein saflastirilmas: sirasinda kullanilan afinite matrikslerinin
maliyeti yartya diisiiriilmektedir. Ustelik fazladan uygulanan bu yikama basamaklar1 sirasinda
iire icermeyen tamponlar kullanildigindan, proteinlerin yeniden katlanmalar1 ( “refolding” i)
da saglanmaktadir [116, 117]. Bu ¢alismada Ni-NTA matriksine baglanan proteinlerin %60
izopropanol iceren tamponla yikanmasiyla endotoksin diizeylerinin 80 ile 160 kat azaldig:
saptandi.

Sitokin yanitlarinin, duyarlilik ve 6zgiilliigiinii en yiliksek diizeylere cikartacak sinir
degerleri “cut-off”, calismalar arasinda degiskenlik gostermektedir ve bazi ¢alismalarda elde
edilen sonuglar birbirleriyle de celigkilidir. Tiim bu degiskenlik ve ¢eliskilere sebep olan
kisithiliklarin en Onemlisi; klinik, laboratuvar ve radyolojik tanilari bakimindan farkli
kategorilere giren yeterli hasta sayisina ulasilamamasidir. Farkli klinik seyir ve bagisik yanit
durumuna sahip tiiberkiiloz olgularinin ortak gruplarda degerlendirilmeleri de g¢alismalar
arasinda uyumsuzluklara neden olmaktadir. Hasta sayilarinin yetersiz oldugu ¢aligmalarda,
parametrik testler yerine non-parametrik testlerin kullanilmasi istatistiksel anlamlilik
diizeylerini diisiirmektedir. Bu sorun, yeterli hasta sayis1 ve klinik ¢esitliligin saglandig1 ¢ok

merkezli ¢calismalarla asilabilir.

Ozellikle tiiberkiilin deri testi uygulamadan sadece &ykii, klinik ve radyolojik
bulgularla olusturulan kontrol gruplarinin yer aldigi caligmalarda, popiilasyondaki M.
tuberculosis enfeksiyon prevalansina bagli olarak esik degerlerde farkliliklar ortaya
cikmaktadir. Bu farkliliklar agisindan, arastirma makeleleri ya da birgok c¢alisma sonucunu
ayni anda degerlendirmemizi saglayan sistematik derlemelerde goriis birligi saglanamamigtir

[118,119].

Calismalardaki degiskenlik ya da celigkilerin diger sebepleri ise, ticari testlerin
kisithiliklart olabilir. Bu kisitliliklarin en dnemlileri, uyaran olarak kullanilan antijenlerin az

saylida olmasi (ESAT-6, CFP-10, PPD) ve de yalnizca IFN-y yanitlarinin saptanabiliyor
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olmasidir. Kullanilan antijenlerin az sayida olmasi sorunu, tek baslarina degil, antijen
kokteylleri seklinde uygulanmalariyla asilabilmektedir. Tek basina IFN-y yanitlarinin
saptanmasi ise, antijene kars1 yalnizca hiicresel yanit1 6lgebilmektedir. Oysa ki, bagisik yanit
ve hastaligin klinik seyrindeki, farkliliklara bagli olarak sivisal ya da regiilatér yanitin baskin
oldugu durumlar atlanabilir. Bu sitokin paternleri, farkli bagisik yanit durumlarinin gostergesi
olarak anlam tasiyabileceginden, hasta ve toplum sagligimin korunmasinda, tani, tedavi ve

takip stratejilerine yon verebilirler.

Bu calismada M. tuberculosis’e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin hem tek
baslarina, hem de bir arada kullanilmalarna karsi ortaya cikan sitokin yanitlar1 saptandi.
Hiicresel bagisik yanitin degerlendirilmesini saglayan sitokinlerden IFN-y ve sivisal bagisik
yanit veya regiilator yanitin degerlendirilmesini saglayan sitokinlerden IL-10 degerleri

sleiildi.

Antijen olarak kullanilan farkli uyaranlar sitokin yanitlarim1 6lgen calismalarda
antijenler ug / ml cinsinden esit miktarlarda uygulanmaktadir. Hastalarda ortaya ¢ikan yanitlar
kisith sayida epitopa 6zgii olabildiginden uyarict epitop miktar1 arasinda biiyiik farklar ortaya
¢ikabilmektedir. ESAT-6, 97 aminoasit uzunlukta, CFP-10 ise 102 aminoasit uzunlukta
oldugundan aralarindaki biiyiikliik farki ihmal edilebilir diizeydedir. Ancak pg/ml cinsinden
esit miktarda uygulanan 6 kDa’luk bir antijenin uyarici epitop yogunlugu, 40 kDa’luk bir
antijenin uyarici epitop yogunlugundan yaklagik 7 kat fazladir. 23 kDa’luk MPT64, 30
kDa’luk Ag85B veya 71 kDa’luk Rv3876 gibi biiylik proteinler ve 6 kDa’luk ESAT-6 gibi
kiisiik proteinlerle bir arada yapilan ¢aligmalarda uygulanan antijen miktarinin pmol cinsinden

esit olmasina dikkat edilmesi gereklidir.

Sonuglarin analizleri yapilirken, antijenik uyaranla elde edilen sitokin yanitlari ile
antijenik uyaranin bulunmadigi kosullardaki sitokin yanitlar1 arasindaki farklar (AIFN-y ve
AIL-10 degerleri) dikkate alindi. AIFN-y ve AIL-10 yanitlarinin esik degerleri bulunan tek
yonlii degiskenler olduklarindan, esik degerlere yakin diizeylerde anlamlarimi yitiren verilere
doniistiikleri saptandi. Bu sorunu asmaya yonelik olarak, sitokin yanitlarinin esik degerlerle
olan iligkilerinden bagimsiz, ancak diger sitokin yanit1 ile goreceli farkini ortaya koyabilecek
yeni bir degisken tanimlanmaya ¢aligildi. Bu nedenle “AIFN-y / AIL-10” oranlar1 da analizlere
katildu.
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Farkli hasta gruplarimin birinci kontrol grubu ile karsilastirilmalari sonucunda; iyi
prognostik 6neme sahip radyolojik bulgular tasiyan hastalarin AIFN-y yanitlarinin daha baskin
oldugu saptanirken, kotii prognostik 6neme sahip radyolojik bulgular tasiyan hastalarin ise

AIL-10 yanitlarinin daha baskin oldugu saptanda.

Iyilesmis hasta grubunun tiim antijenik uyaranlara karsi AIFN-y yanitlarinin anlamli
diizeyde yiilsek bulunmasi, CFP-10 uyarsina karsi AIL-10 yanitlarinin anlaml diizeyde diistik
bulunmasi ve tiim antijenik uyarilara karst AIFN-y / AIL-10 oranlarinin da anlamli diizeyde

yiilsek bulunmasi;

e [lyilesmis hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a kars1 hem giiclii Th1 yanitinin
oldugunu, hem de Th1l yamitimin Th2 veya Treg yanitindan goreceli olarak daha

yiiksek oldugunu gostermektedir.

Sadece fibronodiiler lezyonu olan hasta grubunun, antijenik uyarilara karst AIFN-y
yanitlarinda anlamli bir fark bulunmamasi, CFP-10 uyarisina karsi AIL-10 yanitlarinin anlaml
diizeyde diisiik bulunmasi ve CFP-10’un tek basina veya ESAT-6 ile birlikte uygulanmasinda
AIFN-y / AIL-10 oranlarinin anlaml diizeyde yiiksek bulunmas;

e Sadece fibronodiiler lezyonu olan hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a kars1
giicli Thl yanitlar1 bulunmasa bile, Thl yanitinin Th2 veya Treg yanitindan

goreceli olarak daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

Plevral eflizyonu olan hasta grubunun CFP-10 uyarisina karsi AIFN-y yanitlarinin
anlaml diizeyde diisiik bulunmasi, tiim antijenik uyaranlara karsi1 AIL-10 yanitlarinin anlamh
diizeyde diisiik bulunmasi1 ve antijenik uyaranlara karst AIFN-y / AIL-10 oranlar1 arasinda

anlamli diizeyde bir fark bulunmamast;

e Plevral efiizyonu olan hasta grubunda, CFP-10’a kars1 giiclii Thl yamitinin

bulunmadigim ve Th2 veya Treg yanitlarimin zayif oldugunu ifade eder.

Coklu kaviter lezyonu olan hasta grubunun ESAT-6 uyarisina kars1 AIFN-y yanitlar1 ve
ESAT-6 ya da CFP-10 ile birlikte kullanilmasiyla ortaya ¢ikan AIFN-y / AIL-10 oranlarinin

anlaml diizeyde diisiik bulunmasi;

e Coklu kaviter lezyonu olan hasta grubunda, ESAT-6’ya kars1 hem Thl yanitinin
diisiik oldugunu hem de Thl yanitlarimin Th2 veya Treg yamtindan goreceli

olarak daha diisiik oldugunu ifade etmektedir.
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Milier tutulumu olan hasta grubunun ESAT-6 veya CFP-10 ile birlikte kullanilmasi ile
AIFN-y yanitlarinin ve AIFN-y / AIL-10 oranlarinin anlaml diizeyde diisiik bulunmasi;

e Milier tutulumu olan hasta grubunda; ESAT-6’nin tek basina veya CFP-10 ile
birlikte uygulanmasina karsi hem Thl yamitimin diisiik oldugu, hem de Thl

yanitinin Th2 veya Treg’den goreceli olarak daha diisiik oldugu soylenebilir.

Niikseden tiiberkiiloz hastalig1 olanlarda tiim antijenik uyaranlara karst1 hem AIFN-y

yanitlarinin hem de AIL-10 yanitlarinin anlamhi diizeyde diistik bulunmas;

e Bu hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a kars1 Thl ve Th2 yamtsizhinin

oldugunu gostermektedir.

Tedaviye ihtiyaci olan tiim tiiberkiiloz hastalarinda antijenik uyarilara karst AIFN-y
yanitlarinda anlaml bir fark bulunmamasi, CFP-10 veya ESAT-6 ile birlikte kullanilmasiyla
AIL-10 yanitlarinin anlamli diizeyde diisiik bulunmasi ve CFP-10 veya ESAT-6 ile birlikte

uygulanmasinda AIFN-y / AIL-10 oranlarinin anlamli diizeyde ytiilsek bulunmasi;

e Tedaviye ihtiyaci olan tiim tiiberkiiloz hastalarinda, CFP-10 veya ESAT-6 ile
birlikte uygulanmasina kars1 giiclii Th1 yaniti bulunmasa bile Th1l yanitlarimin

Th2 veya Treg’den goreceli olarak daha yiiksek oldugunu ifade eder.

Yeni kontrol grubu ile yapilan analizler, 6nceki analizlere gore avantajli bakis agilar
sundu. Onceki analizlerde anlamli bulunan sonuglarin ¢cogu pekisti, anlamlilik sinirinda olan
bazi bulgular ise, anlamli diizeylere geldi. Coklu kaviter lezyonu olan ve niikseden tiiberkiiloz
hastalig1 olan gruplarin AIFN-y yanitlari, 34 kisilik kontrol grubuna goére anlamh diizeyde
diisiik bulunmasina ragmen ikinci kontrol grubuna gore (24 kisilik ikinci kontrol grubunun
AIFN-y yanitlart diisiik oldugu i¢in) ¢oklu kaviter lezyonu olan ve niikseden tiiberkiiloz

hastalig1 olanlarin IFN-y yanitlarinin diisiikliigli anlamli bulunmada.

Hem AIFN-y degerlerinin hemde AIFN-y / AIL-10 oranlarinin, daha 6nceki klinik
caligmalarla belirlenen ve prognostik degerlerinin oldugu bilinen, tek basma fibronodiiler
lezyon varlig1 ile ayn1 yonde korelasyonlarinin oldugu saptandi. Ayrica AIFN-y degerleri ve
AIFN-y / AIL-10 oranlarinin kotii prognostik bulgulardan olan ¢oklu kaviter lezyon ve milier

tutulum varhigiyla ters yonde korelasyonlarinin oldugu saptandi

Ayn1 konuda yapilmig diger caligmalara ek olarak kullandigimiz IFN-y / AIL-10 orani
degerlerinin, AIFN-y yanitlar1 ile benzer sonuglarimin oldugu saptandi. Ancak AIFN-y

88



yanitlarinin ortaya c¢ikaramadigi, gecikmis asir1 duyarlilik reaksiyonu olan plevral efiizyon
varligi ile AIFN-y / AIL-10 oranlar1 arasinda ayn1 yonde ve orta diizeyde bir korelasyon oldugu

saptandi.

Literatiirde, tedavi sonrasi sitokin yanitlarinin diistiigiinii gosteren ¢aligmalar [120] ve
tedavi ile sitokin yanitlarinin yiikseldigini gosteren caligmalar bulunmaktadir [121,122]. Bu
calismada 6-17 giinden fazla siiredir tedavi alanlarin AIFN-y ve AIL-10 yanit ortalamalari
daha diisiik bulundu. IFN-y / IL-10 oranlar1 arasinda tedavi siirelerine gore ortalamalar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Ancak bu sonuclar tedavilerinin farkli giinlerindeki
hastalardan bir kez alinan kan ornekleri ile elde edildigi i¢in rastlantisal olabilir. Tedavi
siirelerinin sitokin yanitlariyla olan iliskileri, hastalarin sitokin yanitlariin tedavi oncesi ve
tedavilerinin farkli donemlerinde 6l¢iilmesiyle elde edilebilir.

Klinik o6zellikleri farkli olan hastalara yapilan calismalarda IFN-y yanitlarinin
duyarliligt %32 ile %78 arasinda degisebilmektedir [118]. Farkli klinik o6zelliklerden
etkilenen bu duyarlilik degiskenligine son meta-analiz ve derlemelerde o6zellikle
deginilmektedir. Hasta klinigine bagl duyarlilik degiskenlikleri IFN-y deneylerinin kullanim
alanlarmi latent tiiberkiiloz hastali1 tamisiyla smirlandirmaktadir [119]. Ozellikle tiiberkiiloz
hastaliginin endemik oldugu iilkelerde hala yeterince yaygin olarak kullanilmamaktadir. IFN-
vy testlerinde ek olarak IL-10 gibi sivisal ya da regiilator yanitin gostergesi olan bir sitokinin
Olciilmesi ve AIFN-y / AIL-10 oranlarinin anlaminin belirtilmesi, bu testlerin duyarliliklarini,

ozgiilliiklerini ve prognostik degerlerini artiracaktir.
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7.1. SONUC

Pet100/D-TOPO vektoriine klonlanan ESAT-6 geni DNA dizi analizi ile dogrulandi ancak
BL21 (DE3) star E. coli susunda SDS-PAGE ile saptanacak diizeyde protein ekspresyonu

saglanamadi.

1 ml heparinize kan 6rneklerinde NO (Nitrik oksit) diizeyleri (AIFN-y degerleri 8000 pg’in

izerinde olan hastalarda bile) saptanma sinirinin altinda bulundu.

Ni-NTA matriksine baglanan proteinler, %60 izopropanol iceren tamponla yikandiginda

endotoksin diizeyleri 80 ile 160 kat azaldi.

PPD testinin duyarliliginin %65 oldugu ve saglikli bireylere uygulanmasinin gelecekte
yalanci PPD pozitifliklerine sebep olabilecegi goz oniine alindiginda; tiim kontrol grubunu
PPD testi negatif bireylerden olusturmak yerine IFN-y degerleri yiiksek ve toplumdaki

tiiberkiiloz prevalansina uygun oranda bir grubun diglanmasi tercih edilebilir.

Tek basma IFN-y yanitlarinin saptanmasi yalnizca hiicresel yanit1 6l¢ebilmektedir. IL-10 gibi
stvisal ya da regiilator yanitin gostergesi olan bir sitokinin Ol¢lilmesi hastanin bagisik yanit

durumunu, klinik 6zelliklerini ve prognozunu yansitabilmektedir

AIFN-y ve AIL-10 yanitlar1 esik degerleri bulunan tek yonlii degiskenler olduklar1 i¢in esik
degerlere yakin diizeylerde (Ornegin; Niikseden tiiberkiiloz hastalar1 ¢oklu kaviter lezyonu
olan hastalar ve milier tutulumu olan hastalarda) anlamlarin1 yitiren verilere
doniismektedirler. AIFN-y / AIL-10 oranlarinin saptanmasi yanitsizligin goreceli olarak
anlamlandirilmasin1 saglamakta ve tek baslarina sitokin Ol¢iim sonuglarinin dezavantajini

ortadan kaldirmaktadir.

Prognostik degerleri oldugu bilinen radyolojik bulgular ile sitokin yanitlar1 arasinda uyum
oldugu saptandi. Kavite adedi ve enbiiyiik kavite capinin artmasi ile IL-10 yanitlar1 arasinda
ayn1 yonde ve orta diizeyde bir korelasyon oldugu saptandi. Kavite adedi ve kiiltiir pozitifligi

ile IFN-y yanitlar1 arasinda ise ters yonde ve orta diizeyde bir korelasyon oldugu saptandi.

Klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgular ile sitokin yanitlari tam olarak agiklanamamaktadir.
Ancak sekel ve fibronodiiler lezyonun bulunmasimin IL-10 yanitlarin1 azaltacak yonde,
fibronodiiler lezyon, plorezi ve kavite bulunmasinin ise IFN-y yanitlarin1 azaltacak yonde beta

katsay1 degerlerine sahip anlamli dogrusal regresyon iligkileri saptandi.
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e Hasta klinigine bagli duyarlilik degiskenlikleri, [IFN-y deneylerinin kullanim alanlarini latent
tiiberkiiloz hastalig1 tanistyla sinirlandirmakta ve o6zellikle tiiberkiiloz hastaliginin endemik
oldugu iilkelerde hala yeterince yaygin olarak kullanilamamaktadir. IFN-y testlerine ek olarak
IL-10 gibi sivisal ya da regiilator yanitin gostergesi olan bir sitokinin 6l¢iilmesi ve AIFN-y /
AIL-10 oranlarmin anlamimin belirtilmesi, bu testlerin duyarhiliklarini, 6zgiilliiklerini ve

prognostik degerlerini artiracaktir.
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GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Gelecekte tiiberkiiloz tamisinda ve as1 ¢alismalarinda kullanilmak tizere planlannug olan ¢alismamiza.
saghk sorununuz olmamasi nedeniyle saglikli kontrol grubunda yer almamzi oneriyoruz. Bu c¢alismaya
katilmay1 reddetme hakkina sahipsiniz.

Cahsmaya katilan kisilerden sadece bir kez 10mL kan érnegi alinacaktir. Calismamiza; hasta ve kontrol
gruplarindan olusacak toplam 150 Kisinin katilmasi planlanmistir.

Bu ¢alisma swrasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger islemlerin
masraflar1 hastaya veya giivencesi altinda bulundugu resmi ya da dzel kurum veya kurulusa &detilmeyecektir.
Bu ¢alismada yer alan hastalarin kayitlar1 ve bilgileri kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlar sadece
kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saghk Bakanligina agik olacaktir. Cahisma verileri herhangi bir yaymn

ve raporda kullanilirken isminiz kullaniimayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.

Yukanda goniilliiye araytirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazh ve sizlii agiklamalar yapildi. Bu kogullarla stz konusu Klinik arastirmaya kendi rizamla,
hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Ad1 Soyad:

Tarih:

imza:

Olur Alma i;lemine Basindan Sonuna Kadar Tanikhk Eden Kurulus Girevlisinin
Adi Soyadu:

Tarih:

imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin
Adi Soyadi:Hiiseyin Coban

Tel: 0232 412 4501
0505 525 1514

Tarih:

imza:
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GONULLU BIiLGILENDIRME FORMU

Tiiberkiiloz tanist almamiz nedeniyle, gelecekte tiiberkiiloz tamsinda ve asi ¢alismalarinda kullamlmak
iizere planlanmig olan ¢alismamiza katilmamzi Sneriyoruz. Bu caligmaya katlmayi reddetme hakkina
sahipsiniz.

Cahsmaya katilan kigilerden sadece bir kez 10mL kan &rnegi alinacaktir. Calismamiza; hasta ve kontrol
gruplanndan olusacak toplam 150 kisinin katilmasi planlanmistir. Bu ¢alismaya katilmanizin hastaliginizin tant
ve tedavisine etkisi olmayacaktir.

Bu ¢ahgma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin
masraflari hastaya veya giivencesi altinda bulundugu resmi ya da 6zel kurum veya kurulusa detilmeyecekiir.
Bu ¢aligmada yer alan hastalarin kayitlar1 ve bilgileri kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlar sadece
kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saghk Bakanhgmna agik olacaktir, Calisma verileri herhangi bir yaym

ve raporda kullamilirken isminiz kullamlmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

Yukanda géniilliiye arastirmadan énce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazih ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla sz konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla,
higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Adi Soyad:

Tarih:

imza:

Olur Alma iglemine Bagindan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulug Girevlisinin

Adi Soyadn:
Tarih:

imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin
Adi Soyadi:Hiiseyin Coban

Tel: 0232 412 4501
0 505 525 1514

Tarih:

imza:
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