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1 ÖZET 

Mycobacterium tuberculosis' e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin ekspresyonu, 
farklı hasta gruplarında IFN-γ ve IL-10 yanıtlarının saptanması 

Dr. Hüseyin Çoban, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik 
Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, İzmir. 

huseyin.coban@deu.edu.tr 

Anahtar Sözcükler: Mycobacterium tuberculosis, IFN-γ, IL-10. 

 

Son yıllarda latent tüberküloz hastalığının tanısında Mycobacterium tuberculosis’e ait 
antijenlerin yer aldığı  IFN-γ testleri kullanılmaya başlanmıştır. Bu testlerde kullanılan ESAT-
6, CFP-10 ve PPD gibi antijenik uyaranlara karşı, çoğu yardımcı T lenfositler tarafından 
sentezlenen IFN-γ düzeyleri ölçülmektedir. 

M. tuberculosis’e ait RD1 operonu tarafından sentezlenen ESAT-6 ve CFP-10 
antijenlerinin birlikte kullanıldığı IFN-γ testlerinin duyarlılık ve özgüllüklerinin, tüberkülin 
deri testine kıyasla daha yüksek olduğu saptanmıştır. Ayrıca bu testlerde, BCG aşısı ve 
geçirilmiş tüberküloz dışı mikobakteriyel enfeksiyonlara bağlı yanlış pozitiflik oranları daha 
düşüktür. Latent tüberküloz hastalığının tanısında kullanılan tüberkülin deri testine kıyasla, 
daha iyi sonuçlar elde edilse de bağışıklık sistemi baskılanmış bireylerde, çocuklarda, akciğer 
dışı tüberküloz olgularında ve tüberküloz hastalığının endemik olduğu bölgelerde, IFN-γ 
testlerinin duyarlılık ve özgüllükleri azalmaktadır. Hastaların klinik bulgularına bağlı olarak 
IFN-γ yanıtlarında değişkenlik olması, bu testlerin kullanım alanını latent tüberküloz hastalığı 
tanısıyla sınırlamaktadır. Bu nedenle özellikle tüberküloz hastalığının endemik olduğu 
ülkelerde yaygın olarak kullanılamamaktadır. 

Bu çalışmada M. tuberculosis’e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinleri klonlandı ve M15 
Esherichia coli suşunda eksprese edildi. Ni-NTA agaroz afinite kromatografi tekniği ile 
saflaştırıldı. Elde edilen ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerine karşı farklı hasta gruplarında ortaya 
çıkan IFN-γ ve IL-10 yanıtları ile  ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları saptandı. İyileşen tüberküloz 
hastaları, fibronodüler lezyonu olanlar, plevral efüzyonu olanlar, kaviter lezyonu olanlar, 
çoklu kaviter lezyonu olanlar, milier tutulumu olanlar ve nükseden tüberküloz hastaları olarak 
gruplandırılan 78 hastanın sonuçları 34 kişiden oluşan sağlıklı kontrol grubuyla karşılaştırıldı. 
Ayrıca sonuçlar, kontrol gurubu içerisinden ülkemizin tüberküloz enfeksiyonu prevalansına 
uygun oranda IFN-γ yanıtları yüksek olan 10 kişinin çıkartılmasıyla elde edilen 2. kontrol 
grubuyla da tekrarlandı. 

∆IFN-γ ve ∆IL-10 yanıtları ile ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının, prognostik değeri olduğu 
bilinen klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgularıyla uyumlu oldukları saptandı. IFN-γ 
testlerine ek olarak IL-10 gibi sıvısal ya da regülatör yanıtın göstergesi olan sitokinin 
ölçülmesinin, ayrıca tüberküloz basiline karşı geliştirilen bağışık yanıt durumunu göreceli 
olarak ortaya koyan ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının belirlenmesinin testin duyarlılık ve 
özgüllüğünü arttırdığı saptandı. 
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2  SUMMARY 

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

Dr. Hüseyin Çoban, Department of  Microbiology and Clinical Microbiology, Dokuz Eylul 
University Faculty of Medicine, İzmir. 

huseyin.coban@deu.edu.tr 

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

 

Antigens including Mycobacterium tuberculosis-specific ESAT-6, CFP-10, and PPD are used 
in IFN-γ tests as an alternative to tuberculin skin test, for the diagnosis of latent tuberculosis 
disease. IFN-γ 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-γ 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-γ 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-γ 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-γ and IL-10 responses and ∆IFN-γ / ∆IL-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-γ responses were high, according to the tuberculosis disease 
prevalence in our country. 

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

 Tüberküloz hastalığı, hala insanlığın en önemli sağlık sorunlarındandır. Dünya 

nüfusunun yaklaşık üçte birinin tüberküloz basili ile enfekte olduğu düşünülmekte ve her yıl 

yaklaşık üç milyon kişi tüberküloz hastalığı sonucu ölmektedir [1]. Atenüe Mycobacterium 

bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG ) suşu, Mycobacterium tuberculosis'e karşı aşı olarak 

kullanılmaktadır. Bu aşının koruyuculuğu %0 ile 80 arasında değişmektedir [2]. Dünyanın pek 

çok yerinde kullanılan BCG suşlarınnın tekrarlanan pasajlar sonucunda genetik özelliklerinde 

değişimler olduğu saptanmıştır [3]. 

 Tüberküloza ait saflaştırılmış protein türevi (PPD, “Purified Protein Derivative”) 

testinde kullanılan immünojen madde; BCG aşısı ve flora da bulunan tüberküloz dışı 

mikobakteri türleri ile ortak antijenik yapılar içerdiğinden testin duyarlılık ve özgüllüğü 

oldukça değişkendir. M. tuberculosis kompleks üyeleri, BCG suşları ve diğer mikobakteri 

türleri arasındaki genetik farklılıklar aşı ve tanısal test geliştirmeye yönelik çalışmaların 

hedefleri olmuşlardır. 

 Sentetik peptitler, kolay kullanımları ve güvenli olmalarından dolayı aşı ve tanı testleri 

geliştirmeye yönelik çalışmalarda önemli alternatiftirler. Sentetik peptitlerle hepatit A virusu, 

hepatit B virusu, influenza virusu, ayak-ağız hastalık virusu, köpek parvovirus gibi pek çok 

enfeksiyöz ajana karşı yapılan aşı çalışmaları başarıya ulaşmıştır [4-6]. 

 M. tuberculosis enfeksiyonu sırasında tüberküloz basilince salgılanan antijenlerden 

ESAT-6 (“Early Secretory Antigenic Target-6 kDa”)'nın enfeksiyonun erken döneminde 

güçlü bir T hücre yanıtı oluşturduğu bir çok çalışmayla gösterilmiştir [7-9]. M. tuberculosis ve 

virulan M. bovis, ESAT-6 proteinini sentezledikleri halde M. bovis BCG aşı suşu bu proteini 

sentezlememektedir [10]. ESAT-6 proteini 95 aminoasit uzunluğundadır ve tüberküloz 

enfeksiyonu sırasında bağışık yanıtı uyaran dominant ve subdominant epitoplar taşımaktadır 

[11]. 

 Antijen sunan ve T hücreleriyle etkileşen dendritik hücreler Th1 yanıtını uyaran IL-12, 

Th2 yanıtını uyaran IL-4 ile IL-10 ve T regulatör yanıtını uyaran, yüzeylerinde kostimulatör 

moleküllerden CD80 ve CD86’yı sentezlemeksizin salgıladıkları IL-10 ile bağışık yanıtı 

yönlendirirler. İmmünize olan T hücreleri de IFN-γ (gamma), IL-10 ve IL-2 gibi sitokinler 

salgılamaktadırlar [12]. 
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 Tüberküloz hastalığının tanısına yönelik çalışmalar sıvısal yanıtın hastalığın 

kontrolündeki katkısının hücresel yanıta göre daha az olduğunu göstermektedir [13]. 

 Geçirilmiş hastalığın tüberkülin deri testi ile tanısı, BCG aşısı, PPD uygulamaları ve 

tüberküloz dışı mikobakterilerle karşılaşmış olmak gibi nedenlerle oldukça zordur. Uzun 

yıllardır uygulanmakta olan tüberkülin deri testinin duyarlılık ve özgüllüğü %50-60 

düzeylerindedir. Tüberküloza özgü antijenlerin kullanıldığı ve hücresel bağışık yanıtın 

göstergesi olan IFN-γ sitokin düzeylerinin ölçümü ile daha iyi sonuçlar alınmıştır. Her ne 

kadar farklı antijenlerin bir arada kullanılması duyarlılık ve özgüllüğü %80’lere çıkarabilmişse 

de tek bir antijenle farklı sitokin düzeylerinin ölçülmesi çalışmaları daha başarılı sonuçlara 

ulaşmıştır. Örneğin, sadece ESAT-6 antijenine karşı sentezlenen IFN-γ ve CD40L 

düzeylerinin bir arada değerlendirildiği flow sitometik çalışma sonuçları, geçirilmiş 

enfeksiyon tanısında duyarlılığı %100’e ve özgüllüğü de %88’e çıkarmıştır [14]. 

 Bu çalışmanın amacı; ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin klonlanması, ekspresyon ve 

saflaştırmanın ardından çeşitli hasta gruplarında IFN-γ ve IL-10 yanıtlarının ELISA 

yöntemiyle ölçülmesidir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. TÜBERKÜLOZ HASTALIĞININ TARİHÇESİ 

 Tüberküloz, M. tuberculosis kompleks olarak tanımlanan bir grup mikobakteri 

tarafından oluşturulan, değişik klinik belirtilere sahip kronik, nekrozitan bir hastalıktır [1]. 

Tüm dünya nüfusunun yaklaşık üçte biri tüberküloz basili ile enfekte durumdadır, her yıl 8 

milyon yeni hasta ortaya çıkmakta ve yaklaşık 3 milyon kişi tüberküloz hastalığı sonucu 

ölmektedir [2].  

 Tüberküloz, geçmişi insanlık tarihi kadar eskilere dayanan bir hastalıktır ve halk 

sağlığı açısından önemli bir tehdit olmayı sürdürmektedir. Zaman zaman salgınlara neden 

olmuştur. Günümüzde özellikle kazanılmış bağışık yetmezlik sendromu  (AIDS, “Acquired 

Immune Deficiency Syndrome”) insidansının arttığı bölgelerde salgın yapma özelliğini devam 

ettirmektedir [15]. Mikobakteriyel enfeksiyonların ilk kez M.Ö. 8000 yıllarında, insanların 

yerleşik toplum düzenine geçmeleri ve sığırları evcilleştirmesiyle birlikte ortaya çıktığı 

düşünülmektedir [16]. Mısır’da, M.Ö. 5000 yıllarına, Hindistan’da M.Ö. 3300 yıllarına ve 

Çin’de M.Ö. 2300 yıllarına ait kaynaklarda tüberkülozu düşündüren ifadeler bulunmaktadır. 

M.S. 700 civarında Peru’da ve Mısır’da bulunan mumyalarda Pott hastalığına dair bulgular 

saptanmıştır [Resim 1]. Lezyonlardan M. tuberculosis DNA’sı izole edilmiştir. Hipokrat 

(M.Ö. 460-377) hastalık için erime, tükenme anlamına gelen “phtisis” deyimini kullanmış. 

Hipokrat fitizis aforizmasında, bunun özellikle 18-35 yaşları arasında atak yapan bir hastalık 

olduğunu belirtmiştir. M.S. 174 yılında Roma imparatoru Marcus Aurelius’un hekimi 

Clarissimus Galen, kendisinden sonra 1000 yıl boyunca değişmeyen tedavi önerilerini ortaya 

koymuştur. Bu öneriler süt, temiz dağ havası, istirahat, öksürüğün kesilmesi, göğüs yakıları, 

venden kan alımı, sülük uygulaması, kusturucular, müshiller, kabartıcı maddelerle ciltte 

yaralar oluşturmak şeklinde özetlenebilir [16-18]. 

 Rönesans’la beraber Avrupa’da tüberküloz konusunda yeni bilgiler ortaya çıkmıştır. 

Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastaların otopsilerinde kaviter lezyonların saptandığını 

bildirmiştir. F. Sylivus (1614-1672) ise fitizisli hastaların akciğerlerinde küçük sert nodüllerin 

bulunduğunu göstermiş ve bunları “tüberkül” diye adlandırmıştır [17]. 
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a.       b. 

Resim 1: 

a. Kolombia “Casa del Marqués de San Jorge”  arkeoloji müzesinde bulunan mumya. 

b. Mumyanın bilgisayarlı tomografi görüntüsü [18]. 

 Hastalıkla ilgili düzenli kayıtlar 17. yüzyılın başından itibaren tutulmaya başlanmıştır. 

On yedinci ve on sekizinci yüzyıllarda sanayi devrimi; yoksul, yetersiz beslenen ve kalabalık 

barınma koşullarında yaşayan insanların sayısını arttırarak tüberküloz salgınlarının artmasına 

sebep olmuştur. Bu durum hastalığın İngiltere’den tüm batı ülkelerine yayılmasına yol açmış, 

batı Avrupalılar dünyaya yayıldıkça tüberküloz da yaygınlık kazanmıştır. A. Willemin 1865 

yılında ilk kez tüberkülozlu hastaların kavitelerinden alınan materyali tavşanlara inoküle 

ederek tüberküloz geliştiğini göstermiş, Robert Koch 1882’de tüberkülozun M. tuberculosis ile 

oluşan bir enfeksiyon hastalığı olduğunu kanıtlayarak yeni bir dönemi başlatmıştır [16,17].  

 İlk sanatoryumun 1854 yılında Almanya’da açılmasıyla tüberküloz tedavisinde farklı 

bir yaklaşım başlamıştır. Kısa bir süre sonra tüm Avrupa’da ve ABD'de yaygınlaşan bu 
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uygulamada dağ yamaçlarındaki kuruluşlarda zengin bir diyet, hafif egzersiz ve 8-12 saatlik 

dağ havasıyla temas sağlanmaktaydı. W. Roentgen’in 1895 yılında X ışınını bulması sonrası 

sanatoryumlar; radyolojik, bakteriyolojik ve floroskopik incelemelerin yapıldığı tüberküloz 

tanı, tedavi ve araştırma merkezleri haline gelmişlerdir [19]. 

 

      

a.       b. 

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

iyi beslenme koşulları sağlanan tüberküloz hastaları [19] 

 Yüzyılımızın başında tüberküloz tedavisinde cerrahi yaklaşımlar başlamıştır. Yirminci 

yüzyılın ilk yarısında tüberküloz tedavisine egemen olan sanatoryum ve cerrahi kollaps 

tedavisi yaklaşımı modern kemoterapinin başladığı 1950’li yıllardan itibaren giderek 

azalmıştır. F. Seibert 1930’lu yılların sonunda tüberkülini saflaştırmıştır ve yapılan tüberkülin 

deri testi ile tüberküloz enfeksiyonu saptanmaya başlanmıştır. Calmette ve Guerin isimli 

araştırıcıların 1921 yılında Fransa’da ilk tüberküloz aşısı BCG’yi geliştirmişlerdir. Bu aşı II. 

Dünya Savaşından sonra tüm dünyada yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır [16,17,19]. 

 Tüberküloz tarihinde yeni bir dönem 1940’ların ortasında ABD’de streptomisinin ve 

İsveç’te PAS’ın bulunması ile başlamıştır. Tek başına kullanılan bu ilaçlara bir ay gibi kısa 

zaman içinde direnç gelişimi büyük hayal kırıklarına yol açmış ve yeni ilaç bulma çabalarını 

da zorunlu kılmıştır. 1952 yılında Robizek ve Selikof tarafından izoniazid (INH)’in 

bulunmasından sonra üç ilaçla 18-24 ay süren kombine tedavinin uygulanması sonucu 

tüberküloz tedavi edilebilir bir hastalık haline gelmiştir. Daha sonra 1954 yılında pirazinamid 

(PZA), 1962 yılında etambutol (EMB) ve 1966 yılında rifampisin (RIF) bulunmuştur [17]. 
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 Yetmişli yıllara gelindiğinde batı ülkelerinde tüberküloz sorununun artık bittiği ve 

hastalık eradikasyonunun yakında gerçekleşeceği düşünüldüyse de 1985 yılından itibaren bu 

ülkelerde tüberküloz insidansının ilk kez artmaya başladığı görülmüş ve hastalığın yeniden 

ortaya çıkması şaşkınlıkla karşılanmıştır. Gelişmekte olan ülkelerde kayıt sistemlerindeki 

yetersizlik nedeniyle 1950’li yıllar öncesindeki durum hakkında yeterince veri 

bulunmamaktadır. Bu ülkelerde Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından önerilen ve erken tanı, 

tedavi ve aşılamayı öneren tüberküloz kontrol programları 1960’lardan sonra uygulanmaya 

başlanmış ancak 1990’lı yıllarda uygulanan programlarının yetersiz olduğu görülmüştür 

[16,17,19]. 

 

4.2. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’İN TAKSONOMİSİ  

 Actinomycetales takımına ait Mycobacteriaceae ailesinden Mycobacterium cinsine ait 

bakterilerin temel özellikleri yavaş üremeleri, aside dirençli olmaları, hücre duvarlarında bol 

miktarda lipit içermeleri ve genomlarında %59-65 oranında G+C bulunmasıdır. 

Mycobacterium cinsi içerisinde başlıca 2 patojen bulunmaktadır; M. tuberculosis (Koch, 1882) 

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

 Mikobakterilerin genomunda yer alan 20 farklı değişken bölgede meydana gelen 

insersiyon ve delesyonlar türler arasında rastgele bir dağılım göstermemektedir. İnsersiyon ve 

delesyonları dikkate alarak yapılan çalışmalarda filogenetik ilişkileri belirlenen yaklaşık 100 

farklı mikobakteri türü olduğu saptanmıştır. Bakteriyolojik özellikleri ve moleküler düzeyde 

benzerlikleri bulunan yakın ilişkili türler kompleks başlığı altında toplanmaktadır [19,21]. 

 Evrim sürecinde M. tuberculosis kompleks türleri arasında meydana gelen bazı 

değişken gen bölge kayıpları, bu türlerin ayrışma noktalarıdır. M. tuberculosis kompleksi 

içerisinde yer alan M. canetti, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti ve M. bovis türlerine 

ait olan bu ayrışma noktaları incelendiğinde; 

• M. tuberculosis kompleksinde meydana gelen ilk ayrışmanın 26 farklı gen 

bölgesindeki delesyon nedeni ile M. canettii’de olduğu gözlenir. 

• RD9 bölgesini korumayı başaran M. tuberculosis diğer RD gen bölgelerini de 

koruyarak M. africanum, M. microti ve M. bovis türlerinden ayrılmıştır. M. 

tuberculosis’in RvD1 bölgesinin kaybıyla H37Rv ortaya çıkmıştır. TbD1’deki ve 
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IS6110 gibi bazı polimorfik gen bölgelerinde kendilerine özgü paternler biçiminde 

meydana gelen delesyon ve insersiyonlar sonucunda “Beijing”, “Haarlem”, ve 

“African” diye adlandırılan modern Mycobacterium tuberculosis kökenleri ortaya 

çıkmıştır. 

• RD9 bölgesini kaybeden M. africanum; RD7, RD8 ve RD10 bölgelerini koruyarak M. 

microti ve M. bovis türlerinden ayrılmıştır. 

• M. microti; RD12, RD13, RD14, RD4, RD2 ve RD1 gen bölgelerini korumuş ve 

böylece M. bovis’den ayrılmıştır. 

• M. bovis RD12, RD13 ve RD4 bölgelerini kaybederek bazı türleri enfekte etme 

yeteneğini kaybetmiştir. 

• M. bovis’in RD1, RD2 ve RD14 gen bölgelerini kaybetmesiyle atenüe BCG suşları 

ortaya çıkmıştır [20,21]. 

M. tuberculosis kompleks’de yar alan türler arasındaki filogenetik ilişki Şekil 1’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 1: Mycobacterium tuberculosis kompleks türleri arasındaki filogenetik ilişki [21] 



 10

 

4.3. TÜBERKÜLOZ HASTALIĞININ İMMÜNO-PATOGENEZİ 

 M. tuberculosis pek çok virulans özelliği ile zaman zaman konağın bağışıklık 

sisteminden kurtulabilen bir enfeksiyon etkenidir. Enfeksiyonun nasıl sonuçlanacağı, konağın 

savunma mekanizmaları ve basilin virulans faktörlerinin etkileşimiyle belirlenir. Enfeksiyon 

farklı tablolara neden olabilir. Birincisi; basil kendisini opsonize eden antimikrobiyal 

proteinlerle birleşir veya kendisini yok etme kapasitesinde olan konak hücrelerinin 

yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak hücre içerisine alınır ve genellikle ortadan kaldırılır. 

Diğer tablo ise; tüberküloz basilinin, onu opsonize edebilecek proteinler yerine farklı işlevleri 

olanlarla birleşmesidir. Basilin tutunduğu reseptör, ortadan kaldırılmasını sağlayan uyarıları 

oluşturmakta yetersiz kalabilir. Hatta basil, tolerans gelişimine yol açacak bir hücre ya da 

reseptöre bağlanabilir. Ayrıca çeşitli genetik bozukluklara bağlı olarak konak savunması 

başarısız kalabilir. Basil böylece yaşamını sürdürerek çoğalmaya devam eder. 

Bu etkileşimler sırasında, konak ve patojene ait bazı genlerin ekspresyon 

düzeylerindeki değişimleri ve bu genlerin işlevlerini ortaya koymayı amaçlayan çalışmalar 

giderek artmaktadır [22]. 

 Sıklıkla solunum yoluyla alınan basil; dendritik hücreler, makrofajlar, nötrofiller ve tip 

II pnömositlerin yüzeylerinde bulunan reseptörlere tutunmaktadır [23,24]. 

4.3.1. Mycobacterium tuberculosis’in konak hücrelerine tutunmak için kullandığı 

reseptörler 

 M. tuberculosis konak hücrelerine tutunmak için kullandığı reseptörler doğrudan ya da 

dolaylı olarak tutunabildiği reseptörlerdir. 

Doğrudan tutunmak için kullandığı reseptörler; 

1. Tüberküloz basili, yüzeyindeki terminal mannoz kalıntıları yoluyla mannoz reseptörlerine 

(MR) tutunabilir [25]. 

2. Konak hücrelerinin yüzeyinde bulunan fibronektinlere tutunur [26]. 

3. Basil salgıladığı 28-kDa büyüklüğündeki heparin bağlayan adezin ile hücre yüzeylerinde 

bulunan sülfatlanmış glikoz kalıntılarına tutunabilir [27]. 
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4. Kompleman faktör 3b (C3b) ile opsonize olmaksızın kompleman reseptörlerinden CR3 ve 

CR4’e tutunabilir [28]. 

5. Tip A “scavenger” reseptörlere tutunabilir [29]. 

Dolaylı olarak tutunmak için kullandığı reseptörler; 

1) Ig G tipi antikorlarla opsonize olmuş tüberküloz basili Fcγ reseptörüne tutunabilir [30]. 

2) Surfaktanın bir alt tipi olan Sp-A’ya bağlanan basil; makrofajlar, Tip II pnömositler ve 

nötrofillerin yüzeyinde bulunan surfaktan bağlayan reseptöre (CD14) tutunabilir [31]. 

Surfaktanın farklı bir alt tipi olan Sp-D tüberküloz basilinin CD14’e bağlanmasını 

engellemektedir. Alveoldeki surfaktan alt tiplerinin göreceli oranları, konağın tüberküloz 

basiline karşı duyarlılığı etkilemektedir [32]. 

3) Serum ve dokularda serbest olarak bulunan mannoz bağlayan lektinler (MBL) ile birleşen 

tüberküloz basili lektin yolu, klasik yol ya da alternatif yoldan aktive olan kompleman sistemi 

bileşeni C3b ile opsonize olarak kompleman reseptörlerine tutunur [33].  Tüberküloz 

hastalığına yakalanan kişilerin serum ve dokularındaki MBL düzeylerinin yüksek olduğu 

saptanmıştır [33,34]. 

4.3.2. Mycobacterium tuberculosis’in konak hücrelerine tutunmak için kullandığı 

reseptörlerin enfeksiyon sürecine etkisi 

 Tutunabileceği hücre tipleri ve reseptörlerin çeşitliliği, basil önemli bir avantajdır ve 

ortadan kaldırılma sürecini etkilemektedir. 

• CR yolu ile tutunma; IgG tipi antikorlarla opsonize olan tüberküloz basilinin Fcγ 

reseptörlerine bağlanarak hücrelere tutunması inflamatuar yanıtı uyarırken kompleman 

reseptörlerine (CR) tutunması yeterli uyarıyı sağlayamamaktadır [35]. Kompleman 

reseptörlerinden de CR3 ve CR4 yoluyla hücrelere tutunması CR1 yoluyla tutunmasına göre 

inflamatuar yanıtı daha iyi uyarmaktadır [36]. 

• Sp-A yolu ile tutunma; Surfaktan alt tiplerinde Sp-A ile bağlanarak dolaylı yoldan 

hücrelere tutunan basil, bu yolla nitrojen radikallerinin üretimini baskılamaktadır [37]. 

• MR yolu ile tutunma; Tüberküloz basilinin MR’ne tutunarak hücreye girişi oksijen 

radikallerinin üretimini baskılamakta ve enflamatuar nitelikte olanlar yerine, anti-enflamatuar 

nitelikte olan sitokin ve kemokinlerin sentezlenmesini sağlamaktadır [38,39]. Tüberküloz 
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basilinin atenüe formları hücrelere tutunmak için MR’lerini kullanamazlar, bu yüzden MR 

yoluyla bağlanmanın virulans genlerinin katkısıyla gerçekleştiği düşünülmektedir [25].  

4.3.3. Mycobacterium tuberculosis’in sahip olduğu virulans faktörleri 

 Basil reseptöre tutunduktan sonra çeşitli sinyal yolları tetiklenirken fagozom içerisine 

alınır. Fagozomun oluşması, hücre içi trafiği ve lizozomla birleşmesi sürecini aydınlatmaya 

yönelik pek çok çalışma yapılmıştır. 

• Konak hücrelerinin sentezlediği fosfatidil inozitol-3 kinazların fagozom ile lizozomun 

birleşmesini düzenleyici işlevleri vardır. Fagozomun yüzeyinde toplanan fosfatidil inozitol-3 

kinazlar, fosfatidil inozitol 3 fosfat (PI-3~P) oluşumunu sağlamaktadırlar. PI-3~P’lar ise 

FYVE domainleri taşıyan proteinlere bağlanmaktadırlar. Bu proteinler; erken endozomun geç 

endozoma dönüşmesi için gereklidir [40]. Tüberküloz basilinin membranlarda PI-3~P 

toplanmasını engelleyerek erken endozomun geç endozoma dönüşmesini önlediği 

düşünülmektedir [41]. Bu virulans faktörü ile erken endozom belirleyicileri olan Rab5 ve 

Rab14 GTPaz’ların varlıklarını sürdürdüğü ancak geç endozom markırı Rab7 GTPase’ın ise 

ortaya çıkmadığı gösterilmiştir [42]. 

• Tüberküloz basili ökaryotik asit fosfatazlar ile benzer yapıda bir asit fosfataz sentezler. 

Sntezlediği SapM “28-kDa acid phosphatase of M. tuberculosis” fagozom membranında 

birikmekte olan PI-3~P’ın fosfat bağlarını parçalayarak tüketir. Böylece FYVE domaini 

taşıyan proteinlerin fagozomla etkileşimini engelleyerek erken endozomun geç endozoma 

dönüşmesini durdurmaktadır [41]. 

• Tüberküloz basili ayrıca fagozom membranlarında sfingozin 1 fosfat (S-1~P) 

oluşumuna neden olan sfingozin kinazların toplanmasını engellemektedir. S-1~P, Ca2+ artışı 

ile tetiklenen sinyal yolu için gerekli bir moleküldür [43].  

• Ökaryotik serin/treonin kinaz benzeri bir protein olan protein kinaz G’nin de fagozom 

ile lizozomun birleşmesini önlediği gösterilmiştir [44]. 

• Trehaloz dimikolat inflamatuar yanıtı baskılayarak basilin hücre içinde canlı kalmasını 

kolaylaştırmaktadır [45]. 

• Tüberküloz basiline ait fosfatidil inozitol lipoarabinomannan, hücresel fosfatidil 

inozitol 3~P’ın analoğudur ve onun FYVE ve PX domainleri ile birleşmesini yarışmalı olarak 

engellemektedir. [46,47].  
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• Tüberküloz basili, membranının alt kısmında bulunan bir proteaz olan Rv2869c, lipit 

metabolizmasını ve membran lipit kompozisyonunu düzenlemektedir. Rv2869c gen 

bölgesinden yoksun hale getirilen tuberküloz basilleri virulans özelliklerini önemli ölçüde 

yitirmektedirler [48]. 

• Tüberküloz basilinin virulans özellikleri büyük oranda sitoplazmik zarın dışında kalan 

yapılar ve salgıladığı proteinlerce sağlanmaktadır. Bu proteinlerin amino ucundaki O-

mannozil kalıntılarının konak ile kuracağı etkileşimde önemli işlevleri vardır [49]. 

Mikobakteri, stafilokok, streptokok ve listerya cinslerinde SecA proteininin SecA1 ve SecA2 

gibi farklı varyasyonları bulunur. SecA2 gen bölgesinden yoksun hale getirilen tüberküloz 

suşlarının virulanslarını yitirdikleri ancak invitro kültür ortamlarında çoğalmalarında bir 

değişiklik olmadığı gözlenmiştir. Daha sonra, kültür filtrat proteinleri incelendiğinde, reaktif 

oksijen radikallerini ortadan kaldırmaktan sorumlu 2 tüberküloz proteininin (ESAT-6 ve CFP-

10) hala ortamda saptandığı gözlenmiştir. Bu durumun nedeni, her iki proteinin de sinyal 

sekanstan bağımsız sekresyon mekanizmaları kullanıyor olmalarıdır [50]. 

• ESAT-6 ve CFP-10 bir araya gelerek kararlı bir kompleks oluştururlar [51]. Bir araya 

gelen bu üniteler lipit bariyerlere saplanarak por formasyonu oluşturup hücrelerin lizisine 

neden olabilirler [52]. 

• RD1 “Region of Deletion -1” içerisinde ESAT-6 ve CFP-10’un dışındaki diğer 

proteinler sekresyon sistemi işlevi görmektedirler. ESAT-6 ve CFP-10’un sekresyonlarına 

katkıda bulunan espA (Rv3616c) gibi bazı proteinler ise RD1’in dışında yer almaktadırlar 

[53]. EspA (Rv3616c) geninden yoksun olan tüberküloz basilleri, RD1 gen bölgesini 

taşıdıkları halde RD1’den yoksunmuşçasına ESAT-6 ve CFP10’u sekrete etme özelliklerini 

kaybetmektedirler [54]. RD1 gen bölgesinden yoksun olan M. smegmatis’in yaptığı DNA 

konjugasyonunun yüksek düzeyde olması, ESAT-6 ve CFP-10 sekresyonu ile DNA 

konjugasyonu arasında bir ilişki olduğunu düşündürmektedir. [55,56]. 

• Mikobakteriyel sülfatidler ve çoklu açillenmiş trehaloz 2-sülfat deriveleri, fagozomun 

ve lizozom kaynaşmasını engellemektedirler [57]. 

• Fagozom içeriğinin pH’ı,  onu çevreleyen proton pompaları sayesinde düşürülür. 

İçerik, asidik hidrolize uğramaya başlar, lizozomla kaynaşması ile enzimatik hidroliz (asit 

fosfataz, katepsin-D ve β-glukuronidaz gibi enzimlerin varlığında) devreye girmektedir [58].  



 14

• M. tuberculosis tarafından sentezlenen süperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri reaktif 

oksijen radikallerinin etkisinden korunmasını sağlar [59]. 

• Ayrıca M. tuberculosis’e ait sülfatidler, LAM ve fenolik glikolipid-I (PGL-I) iyi birer 

oksijen radikali çöpçüleridir [60,61]. 

4.3.4. Konak savunma mekanizmaları 

 Konak savunması, bağışıklık sistemi elemanların, farklı işlevleri ile sağlanır. 

Reseptörlerin uyarılması sonucu yanıtlar, gereken zamanda ve gereken düzeyde verilmelidir. 

Bağışık yanıt elemanları çok farklı roller üstlenebilirler. Gereken yanıtın ortaya çıkmasına ya 

da frenlenmesine katkı sağlayabilirler. Konağa ait genetik bozukluklar ya da patojene ait 

virulans faktörleri, yanıtsızlığa, yanıt dengesizliklerine ya da konağa zarar verebilecek kadar 

yüksek düzeyde yanıtlara yol açabilirler. 

 4.3.4.1. Doğal bağışık yanıt 

 Yüksek yapılı canlılar ile hastalık etkenleri arasında binlerce yıldır süren ilişkiler 

onlara, özgül yapıları tanıyarak birbirlerine karşı tetikte olma yeteneği kazandırmıştır. Hayatta 

kalma yarışı, hastalık etkeni mikroorganizmaların virulans özelliklerinin, yüksek yapılı 

organizmaların da bağışıklık sistemi elemanlarının birbirlerine karşı evrimleşmelerini 

sağlamıştır. Doğal bağışık yanıt, patojen ve zararlı etkenlere karşı tek bir antijenik uyarandan 

ziyade bazı ortak antijenik yapıları tanıyarak etki göstermektedir. 

Nötrofiller: Zararlı bir etkenle ilk karşılaşan hücrelerdendir. İnflamatuar yanıtı tetikleyen 

kemokinleri sentezlerler. M. tuberculosis’in ortadan kaldırılmasında genellikle yetersiz 

kalsalar da fagositoz aktiviteleri, oksijene bağımlı öldürme mekanizmaları veya hücre dışı 

degranülasyon ürünleri ile konak bağışıklık sistemine katkı sağlarlar [62]. Ancak 

enfeksiyonun ileri dönemlerinde aşırı nötrofil göçü ile doku hasarının patolojik seviyelere 

ulaşması, hücresel yanıtın başarısızlığının göstergesidir [63]. 

Mast Hücreleri: Bu hücreler, genellikle allerjik reaksiyonlara neden olup, tip 2 yardımcı 

hücre yanıtının ortaya çıkmasını sağlarlar. Solunum, gastrointestinal ve üriner sistem 

mukozaları ile kan ve lenf damarlarının yakın çevresinde yerleşirler. Yüksek afiniteli IgE 

reseptörleri (FcεRI) taşımaktadırlar. Bu reseptörlerle IgE tipindeki antikorlara bağlanırlar. 

Mast hücreleri CD48 yüzey molekülleri ile TLR-4, TLR-2 gibi PAMP’leri sayesinde M. 

tuberculosis ile etkileşerek sonunda, histamin, triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, heparin, β-
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heksoz amidaz, lökotrien C4, prostaglandin D2, platelet aktive edici faktör (PAF), tümör 

nekroze edici faktör alfa (TNF-α), transforme edici büyüme faktörü- beta (TGF-β), fibroblast 

büyüme faktörü-beta (FGF-β), damar endoteli büyüme faktörü (VEGF), IL-4, IL-5, IL-6 ve 

IL-8 gibi kemoatraktan moleküller, kemokinler ve sitokinleri salgılayarak inflamatuar yanıta 

katkı sağlarlar [64]. Abartılı yanıt vermeleri özellikle CD48 etkinliğinde sentezledikleri, 

histamin, β-heksoz amidaz, IL-6 ve TNF-α yoluyla nötrofil göçünü, sonuçta gasrointestinal 

sistem granulomlarının oluştuğu patolojileri tetikleyebilir [65]. Bağışık yanıtı, özellikle sıvısal 

yanıt ve regülatör yanıt yönüne kaydırabilirler [66]. 

Makrofajlar: Tüberküloz basilini yok eden ve etkin bir bağışık yanıt gelişimini sağlayan en 

önemli hücrelerdir. Makrofajların tüberküloz basili ile etkileşimleri farklı reseptörleri 

sayesinde gerçekleşmektedir. Makrofaj reseptörlerinin en önemlileri Fc, kompleman, mannoz, 

sürfaktan, CD43, TLR-2 ve TLR-4 reseptörleridir [67]. Farklı reseptörlerin uyarılması 

birbirine benzemeyen etkiler oluşturabildiği için, bazıları enfeksiyonun üstesinden 

gelinmesinde dezavantaj olabilmektedir. Makrofaj hücre membranında bulunan kolesterol ve 

TACO “tryptophan aspartate coat” proteininin etkisi ile basilin reseptörlere bağlanma 

gücünü arttırarak, hücre içerisine alınmasını kolaylaştırmaktadır [68, 69]. Nitrojen ve oksijen 

radikalleri ve yardımcı T lenfositlerin desteği sayesinde öldürme yeteneği artan makrofajlar, 

konağın tüberküloz basilini yok etmesinde en önemli görevi üstlenen hücrelerdir. 

Dendritik Hücreler: Dendritik hücreler edinilmiş bağışıklığın geliştirilmesinde büyük rol 

oynarlar. C-tipi lektin, Fcγ ve Fcε reseptörlerini kullanarak reseptör bağımlı endositoz yoluyla 

hücre içine aldıkları M. tuberculosis’e ait antijenik yapıları işlemleyerek matürasyonlarını 

tamamlarlar. CCR7 kemokin resptörleri sayesinde CCL19 ve CCL21 e karşı duyarlı hale 

gelmektedirler. CCR7 kemokin reseptörleri ile en yakın lenf noduna doğru göç ederler [70]. 

İşlemledikleri antijenleri,  MHC I, MHC II ve CD1 molekülleri ile T lenfositlere sunarlar 

[71]. DC-SIGN (Dendritic Cell - Specific Intercellular-adhesion-molecule Grabbing Non-

integrin) dendritik hücrelerin sahip olduğu en önemli C-tipi lektindir. Bu lektin mannoz kepli 

(mannose capped) lipoarabinomannana tutunmaktadır. Tek başına Mannoz kepli 

lipoarabinomannan DC-SIGN’lar ile reseptör bağımlı endositoz yoluyla hücre içerisine 

alınarak, IL-10 salınımına neden olurken, M. tuberculosis’e ait 19-kDa luk lipoprotein ile 

birlikte hücre içerisine alındıklarında TLR-2 etkinliği ile, IL-12, TNF-α ve IL-6 salınımına 

sebep olmaktadırlar [72]. 
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Monositlerden köken alan dendritik hücrelerle yapılan çalışmalar; M. tuberculosis ile 

enfekte olduklarında CD1 moleküllerini sentezleme, dolayısıyla lipit yapıdaki antijenleri 

sunma düzeylerinin azaldığını göstermiştir [73]. 

Doğal Öldürücü (NK) “Natural Killer” Hücreler: Hedefledikleri hücreleri sitotoksik 

etkinlikleriyle öldürebilmektedirler. Yalnızca viral patojeneler ve tümör hücrelerine karşı 

doğal bağışık yanıt işlevi gördüğü düşünülen NK hücrlerinin aslında bakteriyel enfeksiyonlara 

karşı da çok önemli işlevlerinin olduğu anlaşılmıştır. Patojenlere karşı en erken IFN-γ yanıtı 

veren hücrelerdir. M. tuberculosis ile enfekte makrofajların, aktive olmalarını ve enfekte 

hücrelerin ölmelerini sağlarlar [74,75]. CD3-CD16+CD56- fennotipteki NK hücreleri 

edinilmiş bağışıklık yanıttan bağımsız olarak aktive olup CD56 ekspresyonlarını 

arttırabilmektedirler [74]. 

“CD1d restricted” doğal öldürücü hücreler: Bu hücreler lipit yapılı antijenlerin sunumunda 

kullanılan CD1 moleküllerini tanıyabilen değişmez V-α 24 reseptörüne sahiptirler. M. 

tuberculosis’e ait bir glikolipit olan α-galaktozilseramit makrofajlar tarafından CD1 

molekülleriyle sunulduklarında kolayca aktive olmalarını sağlayarak IFN-γ sentezi, 

proliferasyon, anti-mikobakteriyel etkinliklerini ve litik aktivitelerini artırırlar.  Anti-

mikrobiyal peptitlerden granulizin, mikobakteri hücre duvarında hasar oluşturmaktadır [19]. 

Defensinler: Defensinler 30-50 aminoasit uzunlukta, antibakteriyel, antifungal ve antiviral 

etkinlikleri olan peptitlerdir. Bu katyonik peptitler tüm myeloit ve epitelyal hücreler tarafından 

sentezlenebilmektedirler. Büyüklükleri, konformasyonel yapıları, sistein amino asitlerinin 

yerleşimi ve içerdikleri disülfit bağları gibi özelliklerine göre üç gruba ayrılırlar [76]. 

 Fagositer hücrelerin içerisindeki mikroorganizmalar, defensinlerle oksijenden-bağımsız 

olarak hasara uğratılırlar. Defensinler küçük boyutlu olma avantajlarıyla da enfekte hücrelerin 

yüzeylerindeki reseptörleri yoluyla membranları aşarlar ve patojene ulaşırlar [77,78]. 

Kemokinler: Kemokinler, küçük (6-14 kDa) kemo-atraktan sitokinlerdir. Aminoasit 

dizilerindeki korunmuş sistein motiflerine göre, CC-, CXC, CX3C ve C kemokinler olarak dört 

grupta incelenebilirler. CC grubuna dahil olan MCP-1 (CCL2) ve MIP-1α (CCL3) gibi 

kemokinler monositler için güçlü kemoatraktan etkiye sahiptirler aynı zamanda, eozinofiller, 

bazofiller, NK hücreleri ve T hücreleri de bu kemokinlere iyi yanıt verirler [79]. 
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 CXC grubundan olan IL-8 (CXCL8) ise nötrofil, bazofil, eozinofil ve T lenfotit göçünü 

arttırır. İnflamatuar kemokinler olarak da anılan bu iki grup kemokin, inflmatuar sinyallerden 

çeşitli sitokinlere (TNF-α, IL-1, IL-6, IFN-γ ) ve bakteriyel hücre duvarı yapı taşlarına 

(lipopolisakkarit, lipoteikoik asit, peptidoglikan ve lipoarabinomannan gibi) yanıt olarak 

sentezlenmektedirler [80]. 

Patojen tanıyan reseptörler: Patojen tanıyan reseptörler (PRR), patojenle ilişkili moleküler 

paternlere (PAMP) özgü, sinyal yollarını tetikleyen, evrimsel süreçte iyi korunmuş ve çoğu 

profesyonel antijen sunan hücreler ile bir kısmı çekirdekli hücrelerde bulunan reseptörlerdir. 

Bunlar hücre dışı ya da endozom iç yüzeylerde membransı yapılara bağlı olarak bulunan Toll 

benzeri reseptörler ve C-tipi lektin reseptörler ile sitoplazma içerisinde serbest olarak bulunan 

NOD benzeri reseptörlerdir [81,82].  

 Enfeksiyon etkenlerinin bağışıklık sistemi tarafından tanınabilen lipit, protein ve 

karbonhidratlardan oluşan kendilerine özgü yapıları vardır. Koşulların baskısı altında 

mutasyonlarla, çok hızlı değişebilen yapıların dışında, mikroorganizmaların şekil ve metabolik 

işlevleri için önemli olduklarından kolay kolay değiştirilemeyen yapısal bileşenleri 

bulunmaktadır. 

 Doğal bağışıklık ve edinilmiş bağışıklık arasında sıkı ilişkilerin kurulması, pek çok 

hücre tarafından sağlanmaktadır. Bu hücrelerin yüzeylerinde ve sitoplazmalarında yer alan 

patojenle ilişkili moleküler paternleri (PAMP=Pathogen associated molecular patterns) tanıyan 

reseptörlerin (PRR) ”Patogen recognition receptors” işlevi; çeşitli hücre içi sinyal yollarını 

etkileyerek, doğal ve edinilmiş bağışık yanıtın gelişimine,  yol gösterici katkı sağlamaktır [82]. 

Bu katkılarını hücre yüzey teması, sitokin ve kemokin sentezi ve bunların otokrin ve parakrin 

etkileri ile gerçekleştirirler. 

• Toll benzeri reseptörler (TLR)  “Toll like receptors”: TLR’ler Caenorabditis 

elegans’tan memelilere değin bulunan PRR ‘lerdir [83].  TLR’ler tip I integral membran 

glikoproteinleri ailesindendirler. Hücre dışında yer alan lösince zengin tekrarlayan (LRR) 

“Leucine rich repeat” diziler taşıyan domeinlere sahiptirler. IL-1 reseptör analoğu olan ve 

kısaca TIR “Toll IL-1 Receptor” adı verilen hücre içi sinyal iletiminden sorumlu bir domein 

taşırlar [84]. Hücre dışında yer alan LRR domeinleri ise; her biri 24-29 aminoasit uzunluğunda 

olan, 19-25 kez tekrarlayan, XLXXLXLXX, XØXXØXXXXFXXLX (Ø= hidrofobik 

aminoasitler) korunmuş motifleri içermektedirler. LRR domeinleri fizyolojik koşullarda 
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ligandı ile çukur yüzeyi ile bağlantı kuran at nalı benzeri bir yapıdadırlar. Yalnızca çift iplikli 

RNA’yı tanıyan TLR3’ün LRR domeini, ligandı ile tümsek yüzeyi ile ilişki kurmaktadır [85]. 

TLR’ler ve tanıdıkları ligantları tablo 1’de gösterilmiştir. 

TLR TLR'lerin tanıdığı PAMP PAMP’ların ait olduğu türler 

TLR1/TLR2 Triaçil-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 Kızamık 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 Isı-şok proteinleri 60, 70 Konak hücreler 

TLR4 Fibrinojen Konak hücreler 

TLR5 Flajellin Flajellalı bakteriler 

TLR6/TLR2 Diaçil lipopeptitler Mycoplasma  

TLR6/TLR2 Lipoteikoikasit Grup B Streptokoklar  

TLR6/TLR2 Zymosan Saccharomyces cerevisiae  

TLR7 ve TLR8 ssRNA RNA virusları 

TLR9 CpG-DNA Bakteriler ve Mikobakteriler 

TLR9 Hemozoin  Plasmodium 

TLR9 DNA Viruslar 

TLR11 Profilin-benzeri moleküller Toxoplasma gondii 

Tablo 1: TLR’ler ve ligantları [82] 

 TLR’ler genellikle hücrenin dış yüzey membranlarında eksprese edilirlerken, nükleik 

asitleri tanıyan TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 yalnızca endozom ve fagozomların lümenlerine 

bakan yüzlerinde, membran yapılarına bağlı olarak eksprese edilirler  [83,85]. Genel olarak 

TLR’ler tarafından kullanılan iki farklı hücre içi sinyal yolu vardır. Bu yollardan birisi 
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transkripsiyon faktörü NF-κB nin aktivasyonu ile sonlanır. NF-κB, inflamasyonu tetikleyen 

pek çok gen için etkili bir transkripsiyon faktörüdür. Diğer yol MAP kinaz p38 ve Jun N 

terminal kinaz (JNK) ların aktive olduğu yoldur ki bu kinazlar transkripsiyonu artırırlar ve AU 

tekrarları içeren mRNA’ların stabil kalmalarını sağlayarak ömürlerini uzatırlar [86,87]. 

 M. tuberculosis CD14’ün desteğine ihtiyaç duymaksızın TLR 2 ve TLR4 ile bağımsız 

ligant etkileşimi kurmakta ve hücre içi ikincil sinyallerin doğmasına sebep olmaktadır [88]. 

• C-Tipi Lektin Reseptörler “C-Type Lectin Receptors”: Çoğu dendritik hücreler ve 

makrofajların yüzeyinde sentezlenmekte olan bu reseptörler hücre-hücre adezyon molekülü 

olarak işlev görmelerinin yanında MHC I , MHC II ya da CD1 yoluyla antijen sunumu için 

görev yapan reseptör bağımlı endositoz noktalarıdırlar. Bir yandan da patojeni tanıma 

işlevlerini yerine getirmektedirler. C-tipi lektin reseptörler; MR (Mannoz reseptörleri), 

Langerin “Langerhans Cell-associated C-type Lectin”, DC-SIGN, Dectin “Dendritic Cell-

associated C-type lectin”, MGL “Macrophage spesific Lectin” farklı hücrelerde bulunurlar 

ve mannoz yapısında olan ya da ona benzeyen N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve β-

glukanları, Lewis X, A, B, Y, antijenlerini, HIV, HCV, SARS ve Filovirusların zarf 

yapılarını, baktriler ve parazitere ait yapıları tanıyabilirler [81]. 

• NOD benzeri reseptörler “Nucleotide-binding Oligomerisation Domain-Like 

Receptors”: NOD benzeri resptörler TLR’ler ya da C-tipi lektin reseptörler gibi membranlarda 

bulunmazlar. Sitoplazma içerisinde serbest olarak dolaşırlar. İki farklı domeinleri bulunur. 

Bunlardan birisi nükleotid yapılarla oligomerizasyon kurabilen ve peptidoglikanın yapısında 

yer alan γ-Dglutamil-mezo-diaminopimelik asit ve muramil dipeptit gibi ligantları tanıyan 

domeindir. Diğer domein ise IL-1β ve IL-18 gibi sitokin ekspresyonunu ya da apoptozu 

sağlayacak sinyalleri başlatabilmektedir. [82]. 

4.3.4.2. Edinilmiş bağışık yanıt 

 Edinilmiş bağışıklık doğal bağışıklık elemanlarının uyarılmasıyla tetiklenen, T ve B 

lenfositlerin işlev gördüğü, çok fazla sayıda antijenik determinantı tanıyabilecek kapasitede 

olan repertuvarın arasından değişken gen parçalarının yeniden düzenlenmesi ve klonal seçilimi 

ile sürdürülen, tek bir antijenik determinanta karşı oluşan bellek özelliği bulunan bir yanıttır. 

Hücresel bağışık yanıt, T hücre aktivasyonu ve bunların efektör işlevleri ile yürütülür. Sıvısal 

bağışık yanıt ise B lenfosit olgunlaşması ve antikor sentezi ile sağlanmaktadır. Her iki tip 

edinilmiş bağışık yanıt hücreleri arasında önemli etkileşimler gerçekleşmektedir. Yardımcı T 
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lenfositler antikor gelişimine, immünglobulin izotipi değişimine ve bellek oluşumuna katkı 

sağlarlarken, B lenfositler ise antijen sunan hücreler olarak T lenfositlere destek olurlar 

[12,89]. Doğal ve edinilmiş bağışıklık sisteminin etkileşimi ile sentezlenen sitokinler sonucun 

hücresel ve sıvısal ve regülatör bağış yanıtların ortaya çıkışı Şekil 2’de gösterilmiştir. 

• Sıvısal Bağışık Yanıt: M. tuberculosis hücre içi bir patojen olduğu için sıvısal bağışık 

yanıt patojenin üstesinden gelinmesinde tek başına yeterli değildir. Ancak enfeksiyonun ilk 

dönemlerinde antikorlar, opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin yanıtlarının 

arttırılması, antikor bağımlı sitotoksisite, artmış antijen sunumu ve yaratılan bu mikro çevre 

sayesinde tüberküloz basilinin özellikle mukozal yolla alınmasını önleyebilmektedirler. 

 Sıvısal bağışık yanıtın göstergesi olan antikor düzeyinin ölçümü, kullanımı kolay ve 

ucuz bir yöntem olduğu için pek çok hastalığın tanısında kullanılmaktadır. 1898 yılında 

Arlöing, tüberküloz hastalarının serumları ile tüberküloz basillerinin aglutinasyon verdiğini 

göstermiştir [90,19]. 1970’li yıllardan beri pek çok araştırmacı ELISA yönlemi ile tanı 

koymak amacı ile en uygun M. tuberculosis antijenlerini ve optimum kullanım koşullarını 

belirlemeye çalışmışlardır. Kültür filtratı, bakteriyel ekstraktlar, tüberkülin ve bunun 

saflaştırılmış 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 diaçiltrehaloz gibi antijenlere karşı serolojik yanıtlar araştırılmışsa da 

henüz yeterli duyarlılık ve özgüllükte olan bir serolojik test geliştirilememiştir [90,91]. 

• Hücresel Bağışık Yanıt: M. tuberculosis enfekte ettiği hücre içerisinde çoğu patojenin 

ortadan kaldırılmasını sağlayan mekanizmaların üstesinden gelerek uzun yıllar “dormant” 

basil biçiminde hayatta kalabilmektedir. Hücresel bağışık yanıt, latent tüberküloz basilinin 

enfeksiyon hastalığı oluşturmasını engelleyerek kontrol altında tutar. 

Makrofajlar ve dendritik hücreler gibi antijen sunucu hücrelerin MHC II molekülleriyle 

sunduğu antijeni tanıyan CD4+ yardımcı T lenfositler, IFN-γ ve çeşitli sitokinler salarak 

makrofajları aktive ederler. Böylece aktif makrofajların içerdikleri basilleri öldürme 

yetenekleri artar. Bunun yanında CD4+ T lenfositler CD95 Fas ligandı yoluyla da enfekte 

hücrelerin apopitozunu sağlamaktadırlar [92]. 

Lenf düğümlerinde CD4+ yardımcı T lenfositlerle olgun dendritik hücreler 

etkileştiğinde CD8+ sitotoksik T lenfositler de işlevsel hale gelmektedirler. CD8+ sitotoksik T 

lenfositler MHC I ile antijen sunumuna yanıt olarak, başta IFN-γ olmak üzere çeşitli sitokinler 
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salgılarlar. Ayrıca perforin, granzim ve granulizinleri ile enfekte hücreler ve tüberküloz 

basiline karşı sitolitik aktivite gösterirler [19]. 

 

Şekil 2: Hücresel, sıvısal ve regülatör yanıtın ortaya çıkışı [91] 

 CD4+ hücreler içerisinde CD25 molekülünü yüksek düzeyde sentezleyen regülatör T 

lenfositler bulunmaktadır. Regülatör T lenfositler yüzey temasıyla hem CD4+ hem de CD8+ T 

lenfositleri baskılamakta, yalnızca IFN-γ sentezini değil T hücre proliferasyonunu da 

durdurmaktadırlar. Çoğunlukla CD4+ CD25+ fenotipik özellik gösteren bu T lenfosit alt 

grubu otoimmün reaksiyonları önleyen periferik toleransı sağlamaktadırlar [93,94]. 

• Gamma/Delta T lenfositler: Çoğu CD4- CD8- fenotipindeki bu T lenfositler CD1 ile 

antijen sunan hücreleri tanıyabilen, daha önceleri tamamının regülatör oldukları düşünülen 

gamma / delta (γ/δ) T hücre reseptörlerine sahiptirler.Bu hücrelerle yapılan araştırmalarda, 

dendritik hücreler tarafından sentezlenen IL-23’e yanıt olarak IL-17 ve IFN-γ sentezledikleri, 

Fas ligand ve perforin yoluyla sitolitik aktivite gösterdikleri ve antijen sunabildikleri 

gösterilmiştir. Ayrıca sentezledikleri anti enflamatuar sitokinlerle tüberküloz basili ile enfekte 

dokularda zamanla CD4 veya CD8 reseptörleri taşıyan T lenfositlerinin yerini alarak 

enfeksiyonun sınırlandırılmasına ve enflamasyonun sona ermesine katkı sağlamaktadırlar 

[19,95,96]. 
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4.3.5. Konak bağışıklık sistemi ve tüberküloz basilinin etkileşimi 

 Reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri tüberküloz basiline karşı savaşan defans 

mekanizmalarının en önemlilerindendir. IFN-γ, TNF-α ve 1,25 dihidroksi kolekalsiferol 

(vitamin D3), varlığında yapımı artan indüklenebilir nitrikoksit sentaz-2 (iNOS-2) enzimi; 

arjinini substrat olarak kullanarak reaktif nitrojen radikallerinin oluşumunu sağlamaktadır 

[97].  Doğal dirençten sorumlu, makrofaj proteini (Nramp) “naturel resistance associated 

macrophage protein” sitozoldeki nitritleri fagozomlara taşır. Nitritler burada nitrik okside 

dönüştürülmektedirler. Nramp proteini mutasyonlarının M. tuberculosis’e karşı olan 

duyarlılığı arttırdığı gösterilmiştir [98]. 

 İnflamatuar yanıt ve yapımı tetiklenen pek çok kemokin ve sitokinin varlığı 

nötrofillerin, NK hücrelerinin, γ/δ T lenfositlerinin ve α/β T lenfositlerinin inflamasyonun 

olduğu dokulara göçünü sağlamaktadır. Granülosit makrofaj koloni stimüle edici faktör (GM-

CSF) etkisi ile fagasitoz yetenekleri artan nötrofiller ürettikleri defensiler gibi moleküllerin 

yardımıyla makrofajlardan bağımsız olarak mikobakterileri öldürebilirler [99,100]. 

 Benzer biçimde NK hücreleri de savunmaya katkı sağlamaktadır. Patojeni ve patojenle 

enfekte makrofajları doğrudan lizis ile öldürebilirler. NK hücreleri, invivo koşullarda 

enfeksiyonun üstesinden gelinmesinde önemli rolü olan hücrelerdir. IL-2 ile aktive olan NK 

hücreleri sitotoksik etkilerini kat kat arttırırlar [101]. Sentezledikleri IFN-γ’da, tüberküloz 

basili ile enfekte hücrelerin apopitozuna neden olur [102].  

 

4.4. GEN KLONLAMA 

 Gen klonlama; bir genetik bilginin (DNA) başka bir organizmaya aktarılması anlamına 

gelir. Klonlama sonrası aktarılan genetik bilginin yapısal ve işlevsel özellikleri araştırılabilir. 

Bu genetik bilginin kendisinden ve ürünlerinden faydalanılabilir [103]. 

 Uygulama basamakları [Şekil 3]; 

• Genetik bilgi; dokulardan, hücrelerden ya da füzyon PZT yöntemi ile laboratuvar 

şartlarında izole edilir. 

• Genetik bilgi DNA ise PZT, RNA ise RT-PZT ile çoğaltılır. 
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• PZT ürünlerinin vektör içerisine yerleşmesini sağlayacak yapışkan ya da küt uçların 

elde edilmesi için, hem PZT ürünü hem de vektör, bir veya iki restriksiyon enzimi ile kesilir. 

• Restriksiyon enzimleriyle kesilmiş PZT ürünleri ve vektör bir araya getirilir. 

• DNA ligaz enzimi kullanılarak kovalan bağlı rekombinant bir vektörün oluşması 

sağlanır. 

• Konak hücreye aktarılan rekombinant vektör, sadece vektörün içerdiği özelliğe uygun 

seçici koşullar altında canlı kalabilen konak hücrelerle beraber çoğaltılır. 

Bu vektör, konak hücrelerden izole edilebilir, başka konak hücrelere aktarılabilir, içerdiği 

genetik bilginin transkripsiyon ve translasyon ürünleri araştırma amacıyla ya da ticari amaçla 

kullanılabilir [103,104]. 

 

Şekil 3:  PZT ürününün vektöre klonlanması ve konak hücrelerde çoğaltılması 
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4.4.1. Restriksiyon enzimlerinin seçimi  

 Klonlama işlemi, vektöre ait çoklu klonlama sahasının incelenmesi ile başlar. 

Klonlanacak DNA dizisinin, vektör içerisinde yerleştirilmesi için en az bir restriksiyon enzimi 

kullanılır. 

 Restriksiyon enzimleri; metilaz aktiviteleri, alt ünite yapıları, kesim özgüllükleri ve 

kofaktör ihtiyaçlarına göre; tip I, tipII, tip III ve homing endonükleazlar olarak incelenirler 

[105]. Restriksiyon enzimlerinin farklı tipleri ve çeşitli özellikleri Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Tablo 2: Restriksiyon enzimlerinin farklı tipleri ve çeşitli özellikleri [106] 

 Klonlama çalışmalarında genellikle, tip II restriksiyon enzimleri kullanılmaktadır. 

Homodimerik yapıda olan bu enzimler çift iplikli DNA’yı küt bazen de yapışkan uçlar 

bırakacak biçimde keserler [Şekil 4]. 

 Çoklu klonlama sahasını kesebilecek restriksiyon enzimlerinden bir veya iki tanesi 

belirlenmelidir. 

 Tanıma Dizileri Kesim noktası 

Tanıma dizisinin 

İhtiyaç 
duydukları 

Diğer işlevleri 

Tip I 
restriksiyon 
enzimleri 

Asimetrik Dışarısından ATP, 
Mg2+,adomet 

Metilasyon 

Tip II 
restriksiyon 
enzimleri 

Simetrik İçerisinden Mg2+ - 

Tip III 
restriksiyon 
enzimleri 

Asimetrik Dışarısından ATP Metilasyon, 
modifikasyon 

Homing 
endonükleazlar 

Uzun ve 
Asimetrik 

Özgül değil Protein, RNA DNA’nın 
yapılanması 
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Şekil 4. SacI, restriksiyon enziminin kesim özelliği: Tanıma dizisi 6 nükleotid uzunluktaki 5’-

GAGCTC-3’dir ve enzim her iki iplikte bulunan bu diziyi 5. (T)  ve 6. (C)  nükleotitlerin 

arasından keser, böylece geride yapışkan uçlar bırakır. 

Bu sırada dikkat edilmesi gereken noktalar şunlardır; 

• Çoklu klonlama sahasında tanıma dizisi bulunan restriksiyon enzimlerinin içinde 

klonlanacak DNA dizisini istenmeyen bir noktadan kesenleri varsa bu enzimler 

kullanılmamalıdır. 

• Klonlanacak genin amino ya da karboksi uçlarına yeni füzyon proteinlerinin eklenmesi 

planlanıyorsa insert’ün amino ya da karboksi uçlarında restriksiyon enzimi tanıma dizileri 

bırakılmalıdır. Bunun yerine kullanılacak primerlerin uçlarına başka restriksiyon enzimlerinin 

tanıma dizileri eklenebillir. 

• Çok yakın komşuluktaki tanıma dizilerine sahip restriksiyon enzimleri 

kullanılmamalıdır. Tanıma dizileri birbirinden uzakta olan restriksiyon enzimleri tercih 

edilmelidir [Şekil 5]. 

PZT ile çoğaltılacak gen bölgesi için kullanılacak primerlerin uçlarında restriksiyon 

enzimlerinin tanıma dizileri bulunmalıdır. Hem klonlama vektörü hem de klonlanacak gene ait 

PZT ürünleri retriksiyon enzimleriyle, uygun tampon, sıcaklık ve sürelerde kesilirler. Kesim 

ürünleri, jel elektroforezi ile ayrımlanarak jelden ya da DNA bağlayıcı kolonlar kullanılarak 

reaksiyon ürününden saflaştırılırlar. Böylece; kısa DNA parçalarından, enzimlerden,  tuzlardan 

ve primerlerden arındırılmış olurlar. 

Bu işlemler sırasında dikkat edilmesi gereken noktalar; 

• Bağlayıcı kolon temizleme yöntemi uygulanıyorsa, artık DNA parçalarının boyu, 

kolonun bağlayabildiği en küçük DNA parçasından (örneğin; 70 bp) daha küçük olmalıdır. 

Jelden ekstraksiyon yöntemi uygulanıyorsa, oluşabilecek pirimidin dimerleri ligasyonu 

engelleyeceğinden UV transluminatörle çalışma süresi mümkün olduğunca kısa tutulmalıdır. 
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Şekil 5: HincII restriksiyon enziminin tanıma sahası 6 nükleotid uzunluktaki 5’-GTTACC-3’ 

dizisidir. Ancak çift iplikli DNA’da 14 nükleotid uzunluktaki 5’-GCCGGTTAACCGGC-3’ 

bölgeye bağlanır  [107].  

4.4.2. DNA ligasyonu 

 PZT ürünü ile vektörün uygun yoğunluk ve oranlarda bir araya getirilir. Ardından 

uygulanacak ligasyon basamağıyla vektör ve insert kovalent bağlı bir DNA molekülü haline 

gelir. T4 DNA ligaz enzimi çift iplikli DNA nın 5’ ucunda yer alan fosfat grubunu ATP 

kullanarak 3’-OH grubuna bağlamaktadır. 

 T4 ligaz enzimi yapışkan uçların ligasyon reaksiyonlarını, küt uçlarınkinden 10 kat 

daha verimli biçimde gerçekleştirir. Bu nedenle 20 µl’lik bir reaksiyon karışımına 1 ünite 

yerine 0,1 ünite eklenen T4 ligaz enzimi, küt uçlar yerine daha çok yapışkan uçların 

ligasyonunu sağlar. 
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4.4.3. Transformasyon 

 Ligasyon reaksiyonu ürünlerinin transforme olmaya hazır hale getirilmiş (kompetan) 

konak hücrelere aktarılmasıdır. Konak hücrelerin kompetan hale getirilmesi için farklı 

yöntemler kullanılabilir. 

a) Fiziksel Yöntemler 

• Por açılması yöntemleri: Bu işlem sırasında CaCl2, RbCl2 veya düşük voltajlı elektrik 

akımı ile hücre çeperlerinde oluşturulan yarık ve cepler sayesinde vektör DNA’sı içeriye 

girebilmektedir. 

• Mikroenjeksiyon yöntemi: Vektör DNA’sı, hedeflenen hücreye mikropipetler kullanılarak 

inoküle edilmektedir. 

• Biyolistik yöntemler: Vektör DNA’sı ile kaplanmış ağır metal tanecikleri mikroprojektil 

cihazlarla hücrelere fırlatılmaktadır. 

b) Kimyasal Yöntemler 

Bu yöntemde kalsiyumfosfat ile çöktürülen vektör DNA’sı konak hücrelerine eklenir. Konak 

hücre membranına tutunan vektör DNA’sı hücreler tarafından içeriye alınır. 

c) Füzyon Yöntemleri: Lipozomlar ve eritrositler gibi hücre membranları ile özdeş yapılar 

içerisindeki vektör; hedef hücrelere membran kaynaşması ile aktarılır. 

4.4.4. Kolonilerin seçimi 

 Vektörü içeren konak hücrelerin hayatta kalabileceği seçici ortamlar kullanılarak 

çoğaltılır. Transformasyon sonrası vektörü taşıyan koloniler zamanla seçici besiyerinin 

niteliğini değiştirirler (örneğin; β-laktamaz salgılayarak) ve zamanla çevrelerinde satellit 

koloniler oluşabilir. Transforme olduğu düşünülen koloniler,  gecikilmeden yeni seçici 

ortamlara aktarılmalıdır.  

4.4.5. Klonlamanın doğrulanması 

 Vektör içerisine, insert’ün doğru yönde ve uygun çerçevede yerleştiği sekanslama ile 

gösterilebilir. Bu amaçla vektöre özgü primerlerle başlayan ve insert’i kapsayan DNA dizisi 

sekanslanmalıdır. Proteine özgü antikorların kullanıldığı koloni-blotlama; istenilen proteinin 

eksprese edildiğini ve proteini en iyi düzeyde eksprese eden kolonileri gösteren daha kolay 

uygulanabilir bir yöntemdir. 
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4.4.6. Ekspresyon sisteminin belirlenmesi 

 Klonlanan genin, içine sokulduğu konakta yeteri kadar eksprese olması gereklidir. Bu 

amaçla pek çok ekspresyon sistemi kullanılmaktadır. Bu sistemlerin her birinin bazı 

dezavantajları olduğundan rekombinant protein üretimi, hala yeni tasarımlara açık bir 

teknolojidir. Ekspresyon sisteminin klonlanan protein için uygun olup olmadığına dikkat 

edilmelidir. Ekspresyon sisteminin seçilmesi önemli bir basamaktır. Translasyon sonrası 

modifikasyonlara ne düzeyde gereksinim duyulduğu bilinmelidir. 

 Karboksi-terminal glikozilasyon gibi karbonhidrat kalıntılarının protein uçlarına 

eklenme basamakları organizmaya göre farklılıklar gösterebilir. Örneğin mikobakteri türlerine 

ait bazı proteinlere eklenen terminal karbohidrat kalıntıları E. coli içerisinde eksprese 

edildiklerinde gerçekleşmediğinden, konak hücre olarak patojen olmayan, Mycobacterium 

smegmatis tercih edilebilmektedir [108]. 

 Proteini daha ucuza maledebilmek özellikle ticari amaçlı ekspresyon sistemlerinde 

tercih sebebidir. 

 

4.4.7. Bakteriyel ekspresyon sistemleri 

 Pahalı olmayan koşullarda iyi optimize edilmiş, kolay uygulanabilir yöntemlerle hücre 

proteinlerinin %50 kadarını rekombinant protein olarak eksprese edildiği sistemlerdir [109-

111]. Proteinler genellikle sitoplazmada yoğunlaşırlar. Sekrete edilebilmelerini sağlayan sinyal 

sekansları içeriyorlarsa periplazmik aralıkta yoğunlaşırlar. Periplazmik aralıkta disülfit-

oksidoredüktaz etkinliği daha yüksek olduğundan, proteinlerdeki disülfit köprüleri daha 

yüksek oranda kurulmaktadır. Bakteriyel proteazlar sitoplazmada daha yoğun olarak 

bulunmaktadırlar. Periplazmik aralıkta şaperonların daha yoğun, proteazların ise düşük 

yoğunlukta olması, sentezlenen proteinin stabilizasyonunun daha iyi olmasını ve proteolitik 

degradasyonunun daha az olmasını sağlar [112-114]. 

 

4.4.8. Ekspresyon vektörleri  

 Çeşitli promotör bölgelerinin kontrolü altında eksprese edilecek proteine ait genetik 

bilginin yerleşeceği çoklu klonlama sahası bulunur. Bu sahalar pek çok restriksiyon 

enzimlerinin tanıma dizilerini içermektedir. 
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 Bu bölgelerin amino ya da karboksi uçlarında proteinlerin afinite kromatografileri ile 

saflaştırılabilmelerini sağlayan peptit parçalarını kodlayan DNA dizileri bulunabilir. Bu 

parçalar, 6-histidin, FLAG ya da c-myc gibi kısa peptit dizileri olabileceği gibi DHFR, Green 

fluorescent protein (GFP), alkalen fosfataz (AP) gibi daha büyük ve işlevsel proteinler olabilir. 

 Bazı proteinlerin, seçilen ekspresyon sistemine toksik etkileri olabilir. Kimi zaman, bu 

tür ekspresyon zorlukları bazı önlemlerle ortadan kaldırılabilir. Bu amaçla, proteinin toksik 

etkilerini ortaya çıkaracak kadar birikmesini engellemek için, baskılayıcı maddeler 

kullanılabilir. 

 Ekspresyon vektörü, klonlanan genin yabancı bir konakta başarılı biçimde ifade 

edilmesi için gereken çeşitli ekspresyon sinyallerini içerir. Bu nedenle, transkripsiyon ürünü 

olan mRNA yı sentezleyen RNA polimeraz, promotör bölgeye bağlanabilmesini kolaylaştıran 

bazı proteinlere gereksinim duyar. Transkripsiyon etkinliğinin düzenlenmesinde promotör 

tipleri çok önemlidir. Kuvvetli promotörlerde transkripsiyon etkinliği yüksektir. 

Transkripsiyon işlevi düzenlenebilen ekspresyon vektörlerinde, promotör bölgesine 

bağlanacak olan RNA polimeraz enzimi, mRNA sentezlemeye başlayacağı noktaya gelene 

kadar ilerlerken önce operatör gen bölgesini aşmak zorunda kalır. İndüksiyon (uyarma) veya 

represyon (baskılama), moleküllerin operatör bölgeye bağlanması veya önceden buraya 

bağlanmış bir kompleksi uzaklaştırmaları ile olur.  

 E. coli’de sık kullanılan ekspresyon vektörlerine ait promotörler 

 Lac β-galaktozidazı şifreleyen lacZ geninin promotörü. 

 Trp Triptofan sentezi gen kümesinin promotörü. 

 Tac rp/lac promotör melezleri biçiminde rekombine edilmiş kuvvetli promotör. 

 λPL λ fajına ait kuvvetli promotör. 

 T7 T7 fajı RNA polimerazına özgü, kuvvetli promotörlerdir. 

 Ekspresyon vektörleri; afinite kromatografilerinde saflaştırma işlemlerini kolaylaştıran, 

eksprese edilecek proteinin çözünürlüğünü arttıran veya sekrete edilmesini sağlayan peptit 

dizileri taşıyabilir. Füzyon proteinlerin oluşturulması sırasında translasyon için doğru okuma 

çerçevesinin sağlanması önemlidir. Eksprese edilmesi istenen proteinlerle füzyon 

proteinlerinin aralarına proteinaz tanıma sekansları (örneğin enterokinaz enziminin tanıma 

dizisi) yerleştirilebilir. Böylece proteinazlar kullanılarak proteinler birbirlerinden ayrılabilirler. 
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 Organel varlığını gerektiren translasyon sonrası modifikasyonların prokaryotik konak 

hücrelerde yapılamaması önemli bir kısıtlılıktır. 

 Rekombinant proteinin doğru şekilde katlanamaması, disülfit bağlarının yeterince 

oluşmaması ve inklüzyon cisimcikleri meydana gelmesi gibi sorunların çözümünde, fazla 

miktarda şaperon proteinleri sentezleyen E. coli konak hücre suşlarının kullanımı tercih 

edilebilir. Rekombinant proteinin hızla yıkımı sözkonusu olduğunda, bazı proteinazlarca 

mutant E. coli suşları da kullanılabilir. 

 Rekombinant proteinlerin hücre içi yerleşimlerini amaca uygun olarak değiştirmek 

gerekebilir. Protein yapısının korunmasında etkili olan özellikler (Örneğin, fare proinsulininin 

E. coli’deki yarı ömrü sitoplazmada ~2 dakika iken periplazmik aralıkta yaklaşık 10 kat daha 

uzun), protein sekresyonunu sağlayan sinyal sekansların kullanımını zorunlu kılmaktadır. 

4.4.9. Protein ekspresyonu 

 Vektör içerisine klonlanan gen genellikle, IPTG, arabinoz gibi maddelerle uyarılabilen 

bir operatör bölge tarafından kontrol edilir. Uygun beslenme şartları, sıcaklık, logaritmik 

üreme fazındaki hücre yoğunluğu (OD600=0,4-0,8), uyarıcı madde yoğunluğu ve uyarılma 

süresi gibi parametreler değiştirilerek en verimli ekspresyon koşulu belirlenir. Hücrelerin 

logaritmik faza ulaşıncaya kadar inkübe edildikleri sıcaklık, proteinlerin uyarıcı madde 

olmadan gerçekleşen bazal ekspresyon düzeylerini etkilemektedir. Bu amaçla konak hücre için 

toksik etki gösteren proteinlerin ekspresyon koşulları düzenlenirken uyarılma öncesi bazal 

ekspresyonu azaltmak amacıyla sıcaklığın 15°C’ye kadar düşürülmesi gerekebilir. Aşırı 

hidrofobik yapıda olduğu bilinen ve kontrol vektörü taşıyan konak hücrelere kıyasla hızlı 

üreme fazı daha uzun olan proteinin konak hücre için toksik olabileceği düşünülmelidir. 

Toksik etki gösteren proteinlerin ekspresyonlarının başarısını arttırmak için, uyarım öncesi 

ulaşılması hedeflenen hücre yoğunluğunun azaltılması, ortama operatörü baskılayıcı maddeler 

(örneğin %1 glikoz) eklenmesi, konak hücrelerin supresör sentezleyen plazmitler (Örneğin 

Lac süpresörü sentezleyen pREP4) ile transformasyonu gibi önlemler alınabilir. 
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4.4.10. Protein ekspresyonunun kanıtlanması 

 Hücrelerin uyarılma öncesi ve sonrası protein içerikleri karşılaştırılmaktadır. Önce 

hücresel proteinler SDS-PAGE ile ayrımlanarak doğru büyüklükteki bant varlığı araştırılır. 

Daha sonra Western blotlama yöntemi ile jeldeki proteinler bir membrana aktarılarak saptanır. 

Bununla birlikte protein ekspresyonunun olup olmadığını anlamak için, pek çok koloniyi aynı 

anda taramamızı sağlayan dot blotlama ve koloni blotlama gibi hızlı yöntemler de 

bulunmaktadır. 

4.4.10.1. SDS-PAGE 

 Bu amaçla genellikle glisin veya trisin SDS-PAGE sistemleri kullanılmaktadır. 
Aralarındaki fark tamponların içindeki Trisin ya da Glisin varlığıdır. Her iki sistemin ortak 
özellikleri içeriklerinde tek zincir oluşturacak biçimde polimerleşebilen akrilamit ve polimer 
zincirlerin birbirlerine çapraz bağlayarak ağ benzeri bir yapı oluşumunu sağlayan metilen-bis-
akrilamittir [Şekil 6]. Bu reaksiyon, akrilamit ve metilen-bis-akrilamitin bir arada bulunduğu 
solüsyonlarda kendiliğinden ve yavaş olarak gerçekleşmektedir. Polimerleşmenin hızlı 
olabilmesi için ortamda serbest sülfat radikallerine ihtiyaç vardır. TEMED 
(Tetrametiletilendiamin), amonyum persülfatın serbest sülfat radikallerine ayrışmasını sağlar 
(S2O8

2- + e- ─(TEMED)→ SO4
2- + SO4

-). Bu amaçla ortama TEMED ve taze hazırlanmış 
amonyumpersülfat da eklenmektedir. 

   

Şekil 6: Akrilamit ve polimerleşen zincirin çapraz bağlarını sağlayan metilen-bis-akrilamit 

[115]. 

Polimerize olan jelin yüzdesi içeriğindeki akrilamit ile belirlenir. Glisin veya Trisin-
SDS-PAGE sistemleri 1 ile 500 kDa büyüklükteki proteinlerin ayrımlanmalarını sağlarlar. 
Ancak 30 kDa’dan küçük proteinlerin ayrımlanmasında Trisin-SDS-PAGE sistemi daha iyi 
çözünürlük sağlamaktadır. Bunun nedeni Trisin ve Glisinin fonksiyonel gruplarının pK 
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değerlerinin (Glisin pKa1= 2,34, pKa2= 9,6; Trisin pKa= 8,15) başka bir deyişle, 
peşlerinden sürükledikleri iyonların elektroforetik hareketliliğinin proteinlerin hareketliliğine 
oranlarının, farklı olmasına bağlıdır. 

 

4.4.10.2. Western blotlama yöntemi 

 SDS-PAGE sonrası jelde yürütülerek ayırımlanan protein bantları ıslak veya yarı kuru 

elektrotransfer sistemleriyle nitroselüloz ya da PVDF membranlara aktarılırlar. Daha sonra 

varlığını göstermek istediğimiz proteine özgü enzim işaretli antikorlarla inkübasyon ve 

bloklama işlemleri gerçekleştirilir. Eğer kullanılan birincil antikor enzim işaretli değilse, 

enzim işaretli olan ikincil antikorla inkübe edilir. İnkübasyon sonrası renk ya da ışıma veren 

substratlar kullanılarak saptama yapılır. Işıma veren bir substrat kullanılmış ise fotoğraf filmi 

veya kemiluminesan aktiviteyi saptayan CCD kameraya sahip görüntüleme cihazları 

kullanılabilir. 

 

4.4.10.3. Koloni blotlama yöntemi 

 Transformasyon sonrası seçici ortama aktarılan hücrelerin 16 saat inkübasyonu sonrası 

oluşan kolonileri üzerine besiyeri plağı boyutunda nitroselülöz membran kapatılır. Kaldırılan 

nitroselülöz membran IPTG ve antibiyotik içeren yeni besiyerine aktarılır. Dört saatlik 

inkübasyon sonrası istenilen proteinin eksprese olup olmadığı ve düzeyini anlamaya yönelik 

olarak nitrosellüloz membranda saptama işlemine geçilir. 

 

4.4.10.4. Dot-Blot yöntemi 

 Koloni blotlama yöntemindeki gibi nitroselülöz membran kullanılır. Hücre lizatı ya da 

saflaştırılmış protein preparatı nitroselülöz membrana damlatılır ve havada kurutulduktan 

sonra bloklama işleminin ardından proteine özgü enzim işaretli antikorlar kullanılarak saptama 

işlemine geçilir. 

4.4.11. Proteinlerin saflaştırılması 

 Ni-NTA afinite kromatografi tekniğinde; proteinlerin amino veya karboksi terminal 

uçlarında yer alan histidin amino asiti tekrarı sayesinde proteinler, her biri 2 ayrı Histidin 

amino asitini bağlayan nikel-nitrilotriasetik asit molekülleriyle kaplı katı faza tutunurlar. 
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Protein içeren lizatın kromarografi matriksine eklenmesinden sonra pH’ı giderek 

düşürülen tamponlarla yıkama basamaklarına geçilir. Yıkama tamponlarının içerikleri ve pH 

düzeyleri, arındırılmak istenen konak hücre kalıntılarına göre değiştirilebilir. Son olarak nikel-

nitrilotriasetik asit molekülündeki nikel atomunun hidrojen bağları, elüsyon tamponunun pH’ı 

düşürülerek ya da histidin amino asitinin analoğu olan imidazol ile doyurulur. Böylece 

proteinler matriksi bırakarak elüsyon tamponuna geçerler [Şekil 7]. 

  

Şekil 7: 6-His tag taşıyan proteinler ile Ni-NTA agaroz etkileşimi. 

Protein preparatındaki endotoksin varlığı antijen sunan hücreler ve T lenfositlerden 

sitokin salınımına yol açar. Endotoksin düzeyi bazal sitokin sentezini arttıracak seviyenin 

altında olmalıdır (< 3 EU endotoksin / 1 µg protein yani < 300 pg endotoksin / 1 µg protein). 

Protein preparatının içindeki endotoksin düzeyini ölçmek amacıyla çeşitli yöntemler 
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kullanılmaktadır. Bu yöntemlerden birisinde; LPS varlığında uyarılarak alkalen fosfataz 

sentezleyen hücre hattı (TLR4 ve koreseptörleri olan MD2 ve CD14 genleri ile NF-κB 

promotör kontrolündeki alkalen fosfataz geni ile transfekte edilmiş HEK293 hücreleri) 

kullanılmaktadır. Diğer bir yöntemde ise “Limulus polyhemus of horseshoe crab” özütü 

kullanılır. Limulus polyhemus’un özütü ortama endotoksin eklendiğinde pıhtılaşmaktadır. 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1. GEREÇ 

5.1.1. Çalışma grubu 

 Çalışmaya Nisan 2007 ile Haziran 2007 tarihleri arasında Dr. Suat Seren Göğüs 

Hastalıkları ve Cerrahisi Eğitim ve Araştırma Hastanesi polikliniğine gelen ve tüberküloz 

servisine yatırılan hastalar ile Haziran 2007 tarihinde Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Ortopedi, KBB (Kulak burun boğaz) ve Üroloji servislerine cerrahi operasyon amacıyla 

yatırılan hastalar dahil edildi. 

  Çalışmaya alınan hasta ve sağlıklı gönüllü bireylerin klinik özellikleri 

Çalışmaya Dr. Suat Seren Göğüs Hastalıkları ve Cerrahisi Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi’nden katılanlar; klinik, radyolojik ya da laboratuvar bulguları ile tüberküloz tanısı 

almışlardı. Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi’nden; sol kollarında BCG aşı 

skarı bulunan, tüberküloz hastalığı ya da yakın temas öyküsü bulunmayan, malignite 

saptanmamış, bağışıklık sistemini baskılayan herhangi bir tedavi almayan ayrıca akciğer 

grafilerinde tüberkülozla ilişkili radyolojik bir bulgu saptanmayan gönüllüler çalışmaya alındı. 

 Etik kurul onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi ve Dr. Suat Seren Göğüs Hastalıkları ve 

Cerrahisi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Etik kurullarınca çalışmanın gerçekleştirilmesinde 

etik açıdan bir sakınca olmadığı belirlendi. 

5.1.2. Ayraçlar 

Ampisilin stok solüsyonu (100 mg / ml) 

Ampisilin (Applichem A0839,0010)    1 g 

Distile su       10 ml’ye tamamlandı. 

10 adet ependorfa, 1’er ml dağıtılarak -20 °C’de saklandı. 

Kanamisin stok solüsyonu (50 mg / ml) 

Kanamisin (Applichem A1493,0025)   0,5 g 

Distile su       10 ml’ye tamamlandı. 

10 adet ependorfa, 1’er ml dağıtılarak -20 °C’de saklandı. 
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Luria-Bertani (LB) agar (Applichem A0927,9010) Oda sıcaklığında saklandı. 

Ampisilinli (100 µg/ml) ve Kanamisinli (25 µg/ml ) LB agar hazırlanışı 

20g LB agar distile su ile 500ml’ye tamamlandı, otoklavlandı. 

100 mg/ml’lik ampisilin stok solüsyonundan 500µl’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok 

solüsyonundan 250 µl’si 50-55ºC’ye kadar soğutulan LB agar içerisine eklenerek karıştırıldı. 

LB Agar plaklara dökülerek +4 derecede saklandı. 

LB Broth   (Sigma L3022) Oda sıcaklığında saklandı. 

Ampisilinli (100 µg/ml) ve Kanamisinli (25 µg/ml ) LB broth hazırlanışı 

10g LB broth distile su ile 500ml’ye tamamlandı, otoklavlandı. 

100 mg/ml’lik ampisilin stok solüsyonundan 500µl’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok 

solüsyonundan 250 µl’si LB broth içerisine eklendi. 

+4 °C’de saklandı. 

Glikoz çözeltisi (2M) 

D-Glikoz Monohidrat (Riedel-de Haen 5996-10-1)  3,96 g 

Distile su       10 ml’ye tamamlandı. 

+4 °C’de saklandı. 

SOB besiyeri 

Tripton       20 g 

Maya Özütü       5 g 

NaCl ( Applichem A2942,0500)    0.5 g 

Distile su       1000 ml’ye tamamlandı. 

Otoklavlandı. Daha sonra içerisine  

Filtre edilen 1M MgCl2 çözeltisinden   10 ml 

Filtre edilen 1M MgSO4 çözeltisinden   10 ml 

eklendi ve +4ºC’de saklandı. 
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SOC besiyeri 

Filtre edilmiş 2M’lik Glikoz stok çözeltisi   1 ml 

SOB besiyeri       99 ml 

SOC besiyeri taze hazırlanarak kullanılır. 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok solüsyonu (500 mM) 

Na2EDTA   (Sigma E5134)               18,6 g                      

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

EDTA pH=8’de erir. pH’ı ayarlamak için 100 mM’lık NaOH kullanıldı. Otoklavlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Isopropanol (Applichem A3928, 0500PE)  Oda sıcaklığında saklandı. 

%70’lik Etanol 

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

Distile su       27 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Agaroz   (Sigma A9539) Oda sıcaklığında saklandı. 

Tris-EDTA  (TE 1X) pH=8 

Tris-HCL (Sigma T5941)     1,576 g 

500 mM EDTA      2 ml 

Bi-distile su       1000 ml’ye tamamlandı. 

Otoklavlandı, oda sıcaklığında saklandı. 

Tris-Borik asit-EDTA  (TBE 5X) 

Trizma base (Sigma T1503)     54 g 

Borik asit (Sigma B6768)     27,5 g 

500 mM EDTA      20 ml 

Distile su       1000 ml’ye tamamlandı. 
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Otoklavlandı, oda sıcaklığında saklandı. 

Etidyum bromit 1000X solüsyonu (5 mg/ml) 

Etidyum bromit    (Sigma E8751)    0,5 g 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Işıktan korumak için aliminyum folyo ile kaplandı, oda sıcaklığında saklandı. 

Jel yükleme tamponu   (Fermentas #R0629) -20 °C’de saklandı 

Magnezyum sülfat çözeltisi (1M) 

MgSO4-H2O (Applichem A1811,0500)   12,04 g 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Magnezyum klorit çözeltisi (1M) 

MgCl2-6H2O (Applichem A4425,1000)   20,33 g 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) stok çözeltisi (100 mM) 

IPTG (Applichem A1008,0001)    0,238 g 

Distile su       10 ml’ye tamamlandı. 

10 adet ependorfa, 1’er ml dağıtılarak -20 °C’de saklandı. 

Proteaz inhibitör kokteyli (Sigma P8849)  -20 °C’de saklandı. 

Ni-NTA kolon kromatografisinde kullanılan tamponlar; 

Tampon B (pH=8,0) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    0,121 g 

NaH2PO4 (Applichem A2944,1000)    1,56 g 

Üre (Applichem A1049,1000)    48,05 g 
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Nonidet P-40 (Applichem A1694,0250)   0,5 ml 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Tampon C (pH=6,3) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    0,121 g 

NaH2PO4 (Applichem A2944,1000)    1,56 g 

Üre (Applichem A1049,1000)    48,05 g 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Tampon D  (pH=8,0) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    0,121 g 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Tampon R (pH=8,0) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    0,121 g 

2-propanol (Applichem A3465, 1000)   60 ml 

Distile su       40 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Tampon E (pH=4,5) 

Triflorasetikasit (Applichem A0697,0100)   1 ml 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

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

Akrilamit, 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 tamamlandı 7 - 10 °C’de saklandı. 

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 tamamlandı ve 7-10 °C’de saklandı. 

10X katot tamponu (pH=8,25) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    12,11 g 

Trisin (Applichem A3954, 0500)    17,92 g 

SDS (Applichem A2263,0100)    1,0 g 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı ve 7-10 °C’de saklandı. 

3X jel tamponu (pH=8,9) 

Tris (Applichem A2264, 0500)    36,33 g 

Hidro klorik asit (Applichem A1437, 2500)     1,0 M 

SDS (Applichem A2263,0100)      0,3 g 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı ve 7-10 °C’de saklandı. 

2 X SDS-PAGE örnek tamponu 

500 mM Tris-HCL çözeltisi pH=6,8   2,5 ml 

Gliserol (Applichem A2926,1000)    2,0 ml 

β-merkaptoetanol (Applichem A1108,0250)   0,4 ml 

Bromfenol mavisi (Applichem A2331,0025)  0,02 g 

SDS (Applichem A2263,0100)    0,4 g 

Distile su ile 10 ml’ye tamamlandı ve 500 µl’lik hacimlerde -20 °C’de saklandı. 

SDS-PAGE jeli fiksasyon çözeltisi 

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 tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

SDS-PAGE Jeli Coomassie-blue boya çözeltisi 

Coomassie blue G-250 (Applichem A3480,0025)  0.25 g 

Glasial asetik asit (Merck KGaA K23695156)  10 ml 

Distile su       100 ml’ye tamamlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

SDS-PAGE jeli Coomassie blue boyasından arındırma çözeltisi 

Glasial Asetik asit (Merck KGaA K23695156)  10 ml 

Distile su       90 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

PBS 

NaCl (Applichem A2942,1000)    8.03 g 

KCl (Applichem A2939,1000)    0.20 g 

Na2HPO4 (Applichem A2943,1000)    1.42 g 

KH2PO4 (Applichem A2946,1000)    0.25 g 

Distile su ile 10000 ml’ye tamamlandı ve Oda sıcaklığında saklandı. 

PBS-t 

Tween-20       0,5 ml 

PBS         1000 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

Bloklama solüsyonu 

Yağsız Süt tozu      5 g 
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PBS-t        100 ml 

Taze hazırlandı. 

HPP ile konjuge Anti-His antikor solüsyonu 

HPP ile konjuge Anti-His antikoru(Invitrogen R941-25)   3 µl 

Bloklama solüsyonu      10 ml 

Taze hazırlandı 

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

100 bp DNA ladder (Fermentas SM0241)  -20 °C’de saklandı. 

1 kb DNA ladder (Fermentas #SM0318)  -20 °C’de saklandı 

2 mM dNTP karışımı   (Fermentas #R0241) -20 °C’de saklandı 

Pfu DNA polimeraz   (Promega #EP0502)  -20 °C’de saklandı 

Fast Digest BamH I   (Fermentas ER 0058) -20 °C’de saklandı 

Fast Digest Hind III  (Fermentas ER 0508)  -20 °C’de saklandı 

Nükleospin plazmit DNA ekstraksiyon kiti   (M&N 740 588,50) 

A1 solüsyonu RNAz A eklenerek +4 °C’de saklandı. 

Diğer solüsyonlar ve kolonlar ise oda sıcaklığında saklandı. 

PZT ürünü temizleme kiti (GeneMark DP04-50) Oda sıcaklığında saklandı. 

İnsan IFN-γ ELISA kiti (eBioscience 88-7316-88) 

İnsan IFN-γ standartları -80 °C’de saklandı 

Diğer Solüsyonlar  +4 °C’de saklandı. 

İnsan IL-10 ELISA kiti (eBioscience 88-7106-88) 

İnsan IL-10 standartları -80 °C’de saklandı 

Diğer Solüsyonlar  +4 °C’de saklandı. 

Heparinli kan tüpü 

BD-Vacutainer Sodyum Heparin’li 8002864 
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Oda sıcaklığında saklandı. 

ELISA plağı (96 kuyucuklu) (eBioscience Nunc Maxisorp 44-2404-21) 

Oda sıcaklığında saklandı. 

ELISA plağı (24 kuyucuklu) (Greiner bio-one 662160) 

Oda sıcaklığında saklandı. 

ELlSA plağı kaplama filmi (Sigma 369667-100EA) Oda sıcaklığında saklandı. 

Protein konsantrasyonu saptama kiti: 

 a) Bicinchoninic asit solüsyonu (Sigma B9643) Oda sıcaklığında saklandı. 

 b) Bakır (II) sülfat solüsyonu (Sigma C2284) Oda sıcaklığında saklandı. 

 c) Protein standart solüsyonları (Sigma 0914-SAMP) +4 °C’de saklandı. 

HRP ile konjuge mouse-anti-(amino terminal) 6xHis antikoru : 

Invitrogen R941-25, +4 °C’de saklandı. 

Amino ucunda 6xHis taşıyan DHFR : 

pQE40 vektörü ile M15 E. coli suşunda eksprese edildi ve -20 °C’de saklandı. 

Bakteri suşları ve ekspresyon vektörleri: 

M15 E.coli suşu hem klonlama hem de ekspresyon için konak hücre olarak kullanıldı. 

pQE30 ekspresyon vektörü JM109 E. coli suşu içerisinde çoğaltıldı. 

Suş   Genotip 

JM109 E. coli  F' traD36 lacIq (lacZ)M15 proA+ B+/e14  (McrA ) (lac-proAB) thi 

   gyrA96 (Nalr) endA1 hsdR17 (rK  mK
+) relA1 supE44 recA1 (Promega) 

M15 E. coli  Nals Strs Rifs lac ara gal mtl F  recA+ uvr+ lon+   (Qiagen) 

Top10 E. coli  F  mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 deoR 

   araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (Strr)endA1 nupG (Invitrogen) 

BL21 star E. coli F - ompT hsdS B (r B - m B - ) gal dcm rne131 (Invitrogen) 

Vektör 

pQE30 (Qiagen)   
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pREP4 (Qiagen) 

pet100/D-TOPO (Invitrogen) 

5.1.3. Ekipman 

Distile su cihazı : 

Şimşek Laborteknik SS200 

Jel görüntüleme cihazı : 

VILBER LOURMAT  0519563 

Santrifüj cihazı : 

Heraeus Labofuge 400R 

Kromatografi kolonu: 

Polypropylene columns Qiagen 34964 

Kromatografi matriksi: 

Ni-NTA Agarose Qiagen 30250 

Elektro-blotlama cihazı: 

Elektro-blotter Sigma Semi-dry blotter Z340502 

Yatay jel elektroforez cihazı: 

Thermo Minicell Submarine Gel System EC320 

Dikey jel elektroforez cihazı: 

Thermo Mini Vertical Jel System EC120 

Etüv: 

Heraeus 63450 

Güvenlik kabini: 

Bilser BLF 2000 

Mikroskop: 

Nikon Eclipse E400 
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PCR Isı Döngü Cihazı: 

Techne TC-412 

Sonikasyon cihazı: 

Sonics Vibra-cell VC 100 

Vorteks cihazı: 

IKA NC 28405 

Çalkalayıcı: 

Labnet S 1000-A-220 

DNA dizileme analizi cihazı: 

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 

DNA dizileme analizi cihazında kullanılan karışım: 

DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit Amersham 

ELISA plak yıkayıcı: 

ASYS Atlantis G021101  

ELISA plak okuyucu: 

ORGANON TEKNIKA Microwell System OT 2305 

Spektrofotometre: 

Thermo Multiscan Spectrum 1500-457 
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5.2. YÖNTEM 

5.2.1 Mycobacterium tuberculosis H37Rv suşuna ait DNA’nın eldesi 

 Klonlanacak proteinlere ait gen bölgeleri M. tuberculosis’in kromozomal DNA’sından 

PZT ile çoğaltılarak elde edildi. 

Ekstraksiyon basamakları: 

1. M. tuberculosis H37Rv suşuna ait iyi üremiş 1 koloni güvenlik kabininde, vidalı kapaklı 

ependorfta bulunan 1 ml serum fizyolojik içerisine alındı, 11.000 g de 1 dakika santrifüj 

edildi ve süpernatan kısım atıldı. 

2. Çökelti üzerine 250 µl TE tamponu eklenerek vortekslendi. 

3. 11.000 g de 1 dakika santrifüj edildi ve süpernatan atıldı. 

4. Çökelti üzerine 250 µl TE tamponu eklenerek, 95 °C’de 10 dakika inkübe edildi. 

5. 11.000 g de 1 dakika santrifüj edildi 

6. Süpernatan kısım DNA ekstraktı olarak -20 °C’de saklandı. 

5.2.2. Protein kodlayan gen bölgesinin PZT ile çoğaltılması 

 Klonlanacak proteine ait gen bölgesi M. tuberculosis H37Rv suşuna ait kromozomal 

DNA’dan PZT ile çoğaltılarak elde edildi. 

Primerler; 

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

ESAT-6 geri 5’-ATAAAGCTTCTATGCGAACATCC-3’  

BamHI ve HindIII restriksiyon enzimlerinin tanıma dizilerini içermektedirler. [116]. 

10X pfu tamponu (MgSO4 de içerir) 10 µl 

2mM dNTP karışımı   10 µl 

ESAT-6 ileri primeri     5 µl 

ESAT-6 geri primeri     5 µl 

Pfu DNA polimeraz (1,25 U/50 µl)   1 µl 

Distile su    65 µl 
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H37Rv suşu DNA ekstraktı    4 µl 

PZT karışımı hazırlanarak, 

95 ºC’de 5 dakika ilk denatürasyon 

95 ºC’de 1 dakika 

66 ºC’de 1 dakika  35 döngü 

72 ºC’de 1 dakika 

72 ºC’de 7 dakika son uzatma 

+4 ºC’de bekleme programıyla çoğaltma gerçekleştirildi. 

Primerler; 

CFP-10 ileri 5’-TTGGGATCCATGGCAGAGATGAAG-3’ , 

CFP-10 geri 5’-ATAAAGCTTTCAGAAGCCCATTTGC-3’  

BamHI ve HindIII restriksiyon enzimlerinin tanıma dizilerini içermektedirler. [116]. 

10X pfu tamponu (MgSO4 de içerir) 10 µl 

2mM dNTP karışımı   10 µl 

CFP-10 ileri primeri     5 µl 

CFP-10 geri primeri     5 µl 

Pfu DNA polimeraz (1,25 U/50 µl)   1 µl 

Distile su    65 µl 

H37Rv suşu DNA ekstraktı    4 µl 

PZT karışımı hazırlanarak,  

95 ºC‘de 5 dakika ilk denatürasyon 

95 ºC’de 1 dakika 

66 ºC’de 1 dakika  35 döngü 

72 ºC’de 1 dakika 

72 ºC’de 7 dakika son uzatma 
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+4 ºC’de bekleme programıyla çoğaltma gerçekleştirildi. 

 3’-5’ ekzonükleaz aktivitesi olan Pfu DNA polimeraz enzimi Taq DNA polimeraz 

enzimine kıyasla çok daha hatasız PZT ürünü elde edilmesini sağlamaktadır. 

ESAT-6 ve CFP-10 PZT ürünlerinin %2’lik agaroz jel fotografı Resim 3’de görülmektedir  

 

       M        E        C 

Resim 3: ESAT-6 ve CFP-10’a ait PZT ürünleri; M: Marker, E: ESAT-6, C: CFP-10. 

5.2.3. pQE30 vektörünün saflaştırılması 

 -80 °C’de stoklanmış, pQE30 [Şekil 8] ekspresyon vektörünü içeren JM109 E. coli 

hücreleri 100 µg / ml Ampisilin içeren 10 ml LB broth içerisinde, 37°C’de bir gece inkübe 

edildi. Miniprep plazmit ekstraksiyon kiti ile izole edildi. 
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Şekil 8: PQE30 ekspresyon vektörü 

5.2.4 PZT ürünlerinin saflaştırılması 

 90 µl PZT ürünü üzerine 300 µl bağlayıcı “binding” tampon eklendi ve hafifçe 

vortekslendi. 

Karışım saflaştırma kolonuna aktarılarak 11.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. Tüpteki 

sıvı atıldı ve kolon 250 µl yıkama tamponu ile iki kez yıkandı. Yıkama sonrası 11.000 g’de 2 

dakika santrifüj edilerek etanol içerikli yıkama tamponu ortamdan olabildiğince uzaklaştırıldı. 

Yeni ependorfa aktarılan kolon üzerine 50 µl elüsyon tamponu eklenerek oda ısısında 1 dakika 

bekletildi. 11.000 g’de 1 dakika santrifüj edilerek PZT ürünü saflaştırılmış oldu. 

 Saflaştırılan PZT ürünü %2’lik, pQE30 ekspresyon vektörü de %1 lik agaroz jel 

elektroforezi sonrası, mass ruler bantları ile karşılaştırılarak yapılan hesaplama ile 100 ng / µl 

lik yoğunluğa getirildi.  

5.2.5 Restriksiyon enzimleri ile kesim 

Plazmit veya PZT ürünü (100 ng / µl)   2 µl  

BamHI       1 µl 

HindIII      1 µl 

10X Restriksiyon enzim tamponu   2 µl 
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Distile su      14 µl 

Karışım 37 °C’de 40 dakika inkübe edildi. 

PZT ve plazmit kesim ürünleri, aynı kolon saflaştırma protokolü ile saflaştırıldı. 

5.2.6. Ligasyon 

Vektör (30 fmol / µl) 1 µl 

PZT ürünü (30 fmol / µl) 3 µl 

5X ligaz reaksiyon tamponu    4 µl 

T4 Ligaz enzimi (1 U / µl)    0,5 µl 

Distile su    11,5 µl 

Karışım 25 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

5.2.7. CaCl2 ile kompetan Escherichia coli hücrelerinin hazırlanması 

 25 µg / ml kanamisin içeren LB broth  içerisinde 37 °C de bir gecelik kültürden, 

1 ml → 50 ml 25 µg / ml kanamisin içeren LB sıvı besiyerine eklendi. 

37 °C de 4,5 saat (OD600 ≈ 0,4 – 0,5) inkübe edildi. 

20 ml kültür → Soğutulmuş falkonda 4000 g’de  +4 °C 10 dakika santrifüj edildi. 

Çökelti 10 ml 100 mM CaCl2 (soğuk) çözeltisinde süspanse edildi 

Buz üzerinde 30 dakika bekletildi. 

4000 g’de +4 °C 10 dakika santrifüj edildi. 

Çökelti 1 ml 100 mM CaCl2  (soğuk) çözeltisinde süspanse edildi 

100 µl’lik hacimlerde buz üzerindeki ependorflara alındı. 

5.2.8. Kompetan Escherichia coli hücrelerinin ligasyon ürünü ile transformasyonu 

 20 µl ligasyon ürünü 100 µl kompetan M15 E. coli hücrelerinin üzerine tek hamlede 

konuldu, pipetaj yapmadan hafifçe karıştırılarak bir kez masaya vuruldu. Buz üzerinde 30 

dakika bekletildi. 42 °C’de 90 saniye bekletildi ve çalkalamadan tekrar buz üzerine alındı. 

5 dakika bekletildikten sonra, üzerine 250 µl, daha önceden oda sıcaklığına getirilmiş 

SOC besiyeri eklenerek 200 rpm de 1 saat 37°C’de inkübe edildi. Daha sonra 100 µl ve 200 µl 
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hacimlerde 25 µg / ml kanamisin ve 100 µg / ml ampisilin içeren LB agar yüzeyine, bir ucu 

alevde eğilmiş cam baget kullanılarak yayıldı.  

5.2.9. Transformasyon sonrası üreyen kolonilerin yeni besiyerine inokülasyonu

 Transformasyon sonrası 14. saatte ve 17. saatte belirginleşmeye başlanan koloniler 

(ESAT-6 ile olası transforme M15 hücre kolonileri 43 adet ve CFP-10 ile olası transforme 

M15 hücre kolonileri 56 adet idi) pastör fırınında steril hale getirilmiş kürdanlar kullanılarak 

alt yüzü camayazar ile düzgün karelere bölünmüş antibiyotikli LB agar yüzeyine ve 

ependorflardaki antibiyotikli LB sıvı besiyerine inoküle edilerek 37 °C’ de bir gece inkübe 

edildi. LB agar yüzeyine alınan replikalar DNA dizileme sonuçları ortaya çıkana kadar 

+4°C’de saklandı. 

 5.2.10. Seçilen kolonilerden DNA eldesi 

 Ependorflara alınan replikaların 11.000 g’de santrifüjlenerek elde edilen hücre 

çökeltileri 250 µl steril distile su eklenerek 10 dakika kaynatıldı. 11.000g’de tekrar 

santrifüjlenerek bu kez süpernatan kısımları DNA ekstraktı olarak -20 °C’de saklandı. 

5.2.11. Dizileme primerleri kullanılarak elde edilen PZT ürünlerinin dizi analizi 

 ESAT-6 ve CFP-10’a ait olası transforme kolonilerden rastgele seçilen 5’er tanesine ait 

DNA izolatları ile dizileme primerleri kullanılarak elde edilen PZT ürünleri %2’lik agaroz 

jelde yürütüldü. Jel fotoğrafı Resim 4’de gösterilmektedir. 

 

Resim 4: ESAT-6 ve CFP-10’a ait, olası transforme kolonilerden elde edilen PZT ürünleri; 

sırasıyla; Marker, E1, E2, E3, E4, E5, C1, C2, C3, C4, C5 (ESAT-6 içeren bantlar 619 bp, 

CFP-10 içeren bantlar 634 bp, insert içermeyen bantlar ise 335 bp büyüklüktedir). 
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 ESAT-6 ve CFP-10’a ait doğru büyüklükte PZT bantlarına sahip (olasılıkla ileri 

dizileme primeri ile başlayıp geri dizileme primeri ile biten, insert’ü içeren DNA bantını 

taşıyan) plazmitler miniprep plazmit ekstraksiyon kiti kullanılarak ekstrakte edildi ve DNA 

dizi analizleri yapıldı. 

 

Şekil 9: ESAT-6 ve CFP-10 taşıyan ekspresyon vektörlerine ait DNA dizi analizi sonuçları ve 

beklenen translasyon ürünlerinin aminoasit dizileri (RBS:Ribozomal bağlanma sahası) 

 Doğru yönlü ve çerçeve kayması olmadan yerleşebilen DNA’ları içeren plazmitlerin 

dizileme sonuçları ve beklenen translasyon ürünlerinin aminoasit dizileri Şekil 9’da 

görülmektedir. 

 Uygun plazmitleri taşıyan M15 E. coli hücreleri +4 °C’ deki replikaları kullanılarak 

900 µl antibiyotikli LB sıvı besiyeri içeren ependorflara inoküle edidi. 8 saat 37 °C ‘de inkübe 

edildi. Üzerine 100 µl %50 lik gliserol eklenerek -80 °C’de saklandı. 

5.2.12. Proteinlerin saflaştırılması 

1. Transforme hücreler, -80 °C’de saklanan %5 gliserollü stoktan, 100 µg/ml ampisilin, 25 

µg/ml kanamisin içeren LB sıvı besiyeri içerisine alınarak bir gece inkübe edildi. 
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2. 50 katı hacmindeki 100 µg/ml ampisilin, 25 µg/ml kanamisin içeren yeni LB sıvı 

besiyerine aktarıldı. 

3. 37 °C de 200 rpm de OD600=0,7 oluncaya dek inkübe edildi. 

4. 1 mM IPTG eklendi ve 37 °C’de 200 rpm de 4 saat daha inkübe edildi. 

5. +4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifüj yapıldı, elde edilen hücre çökeltileri -70 °C’de 

saklandı. 

6.  50 ml hacimdeki kültürden elde edilen çökelti üzerine 30 µl proteaz inhibitör kokteyli 

eklendi. 

7. Buz üzerinde 5-10 dakika erimesi beklendi. 

8. Üzerine 1500 µl hacimde % 0,5 NP-40 içeren tampon B eklenerek köpürtmeden 

vortekslendi ve homojenizasyonu sağlandı. 

9. Karışım buz üzerinde soğutulmuş ependorfa aktarıldı. 

10. +4 °C’de , % 70 amplitütte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme dönemleri ile 1 dakika 

süren sonikasyon işlemi 3 kez tekrarlandı. 

11. Oda sıcaklığında 1 saat süre ile köpürtmeden vortekslenerek, inklüzyon cisimciklerinin 

olabildiğince açılması sağlandı. 

12. 10.000 g’de,  25 dakika santrifüj yapıldı. 

13. Hücre lizatının süpernatan kısmı alınarak, buz üzerinde soğutulmuş yeni bir ependorfa 

aktarıldı. 

14. 1200 µl süpernatana 300 µl kullanıma hazır (%50 lik) Ni-NTA agaroz eklenerek 200 

rpm’de, 1 saat köpürtmeden vortekslendi ve karışım boş kromatografi kolonuna aktarıldı. 

15. Karışımı içeren kolon, 700 g de 2 dk santrifüj yapıldı, süzülen kısım -20 °C’de saklandı. 

16. 1200 µl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, birinci yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

17. 1200 µl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, ikinci yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

18. 1200 µl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, üçüncü yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 
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19. 1200 µl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 1. İP’lü yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

20. 1200 µl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 1. İP’süz yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

21. 1200 µl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 2. İP’lü yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

22. 1200 µl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 2. İP’süz yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

23. 1200 µl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 3. İP’lü yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

24. 1200 µl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 3. İP’süz yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

25. 1200 µl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 4. İP’lü yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

26. 1200 µl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı, 4. İP’süz yıkama sonrası 

kolondan süzülen sıvı -20 °C’de saklandı. 

27. 150 µl % 1’lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı ve elüe edildi. 

28. 150 µl % 1’lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı ve önceki elüsyona ilave 

edildi. 

29. 150 µl % 1’lik TFA eklenerek, 700 g’de 2 dk. santrifüj yapıldı ve önceki elüsyona ilave 

edildi. 

30. Elüsyon karışımlarının 20 µl’si SDS-PAGE için -20 °C’de saklandı. 

31. Elüsyon karışımının kalan kısmına, iki defa, 50 ml PBS’e karşı diyaliz uygulandı. 

32. Yaklaşık 500 µl olan protein preparatı, 50 µl hacimlerde alikotlanarak -20 °C’de saklandı. 

5.2.13. SDS-PAGE için örneklerin ve jelin hazırlanması 

 %10 luk Tris-Trisin SDS poliakrilamit jelin hazırlanması 

• Cam levhalar jelin cama yapışmasını önlemek için izopropanol ile silindi ve cam 

levhaların arasına aralayıcı (“spacer”) yerleştirildi. 
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• % 10 lik ayırma jelinin hazırlanışı; 

 Distile su      3,7 ml 

 AB-3 Tamponu     2,0 ml 

 3X Jel Tamponu     3,3 ml 

 Gliserol       1,0 ml 

 Amonyum persülfat (% 10)     50 µl 

 TEMED         5 µl 

 Çalkalanarak homojenizasyonu sağlandı ve hemen döküldü. 

Polimerizasyonu sırasında hava kabarcığı oluşmaması için üzerine izopropanol eklendi, 1 saat 

sonra dökülerek 5 dakika kuruması beklendi. 

• %4’lük yığma jelinin hazırlanışı; 

 Distile su      4,0 ml 

 AB-3 Tamponu     0,5 ml 

 3X Jel Tamponu     1,5 ml 

 Amonyum persülfat (% 10)     45 µl 

 TEMED         5 µl 

 Çalkalanarak homojenizasyonu sağlandı. Jel hemen döküldü ve taraklar yerleştirildi. 

1 saat yığma jelinin polimerize olması için beklendi ve taraklar dikkatlice çıkartıldı. 

Su banyosu 95 °C’ ye ayarlandı. 

• Hücre lizatı, lizatın matriksten süzüntüsü, yıkama sonrası kolondan süzülen sıvı 

kısımlar ve diyaliz sonrası elde edilen protein preparatlarının üzerine kendilerine eşit hacimde 

2X SDS-PAGE örnek tamponu eklendi. Örnekler 95 °C’de 7 dakika kaynatıldı ve 12.000 g’de 

10 saniye santrifüj yapıldı. 
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5.2.14. SDS-PAGE ve Western blotlama 

1. Marker ve süpernatanlardan 10’ar µl yüklendi. 

2. 100 voltta marker bantlarının istenilen büyüklükteki proteinleri ayırt ettirecek uzaklığa 

geldiği 50. dakikada elektroforez işlemi durduruldu ve jellerden birisi boyandı diğeri ile 

blotlama işlemine geçildi. 

3. Jel ile aynı boyutta iki adet kurutma kağıdı Tricine SDS-PAGE katot transfer tamponu ile 

ıslatılarak elektroblotter üzerine yerleştirildi. 

4. Jel ile aynı boyutta kesilmiş PVDF membran, metanolde 5 dakika bekletildikten sonra 

SDS-PAGE katot transfer tamponu ile ıslatıldı ve transfer tamponu ile ıslatılmış kurutma 

kağıtlarının üzerine yerleştirildi. 

5. Jel, PVDF membranın üzerine yerleştirildi. 

6. Jel ile aynı boyutta iki adet kurutma kağıdı yine SDS-PAGE katot transfer tamponu ile 

ıslatılarak jelin üzerine yerleştirildi. 

7. Son olarak bir cam tüp üzerinde yuvarlanarak, katmanların arasındaki hava kabarcıkları 

giderildi. 

8. Elektro-blotter cihazının anot kutbuna bağlı kapağı kapatıldı. 

9. Jel boyutuna göre 5,5 miliamper / cm2 ‘lik akımda 1 saat boyunca elektrotransfer işlemi 

gerçekleştirildi. 

10. Karıştırıcı üzerinde, 30 ml bloklama solüsyonu içerisinde bir gece +4 °C’de inkübe 

edildi. 

11. Bloklama solüsyonu ile 3 / 10.000 oranında seyreltilen HRP ile konjuge mouse anti-his 

antikoru içeren kaba alınan PVDF membran oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

12. PVDF membran % 0,5 Tween20 içeren PBS ile çalkalayıcıda 10 dakika boyunca 6 kez 

yıkandı. 

13. Temiz bir cam yüzeyine alınan PVDF membran üzerine taze hazırlanan ve luminol içeren 

substrat eklendi. 

14. 5 dakika sonra karanlık odada asetatlar arasında film kasetinde yerleştirilen PVDF 

membranın üzerine fotograf filmi konularak film kaseti kapatıldı. 
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15. 10 dakika, 3 dakika,  1 dakika ve 20 saniyelik sürelerde aynı işlem tekrarlanarak en 

uygun pozlanma süresinde renklenen fotoğraf kağıdı saklandı. 

16. Western blotlama işlemine alınmayan diğer jel ise karıştırıcıda fiksasyon tamponu 

içerisinde oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. 

17. %0,025’lik Commasie Blue boya çözeltisine alınan jel karıştırıcıda oda sıcaklığında 30 

dakika boyandı. 

18.  Jel, karıştırıcı üzerinde ve oda sıcaklığında, yarım saat arayla yenilenen boya arındırıcı 

çözelti içerisinde bir gece bekletildi. 

 ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini eksprese eden hücre lizatları, yıkama ve elüsyon 

ürünlerine ait SDS-PAGE jel ve Western blotlama fotografı Resim 5’de gösterilmektedir. 

 ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin moleküler büyüklük cetveli kullanılarak yapılan 

büyüklük hesaplaması Şekil 10’’da gösterilmektedir. 
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Resim 5: ESAT-6 ve CFP-10 ‘ a ait SDS-PAGE jel ve Western blotlama sonuçları; EL:ESAT-

6 hücre lizatı, EFT: ESAT-6 matriksten inen kısım, EW1: ESAT-6 birinci yıkama, EW2: 

ESAT-6 ikinci yıkama, EW3: ESAT-6 üçüncü yıkama, E: ESAT-6 proten preparatı, 

M:Marker, C: CFP-10 proten preparatı, CW3: CFP-10 üçüncü yıkama, CW2: CFP-10 ikinci 

yıkama, CW1: CFP-10 birinci yıkama, CFT: CFP-10 matriksten inen kısım, CL:CFP-10 hücre 

lizatı. 
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Şekil 10: ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin moleküler büyüklük hesaplaması. 

5.2.15. Protein yoğunluklarının belirlenmesi 

 Elde edilen protein preparatlarının yoğunluğu ölçülürken protein preparatı ve BSA ile 

hazırlanan standartların üzerine eşit hacimde BCA protein konsantrasyon saptama indikatörü 

eklendi. 37 °C’de 2 saat inkübasyondan sonra ortaya çıkan renklenme 562 nm dalga boyunda, 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. Standart OD değerlerine göre çizilen eğri üzerinde 

örneklerin OD değeri ve karşılık gelen protein konsantrasyonları belirlendi. BSA standartları 

ve protein preparatlarının OD değerleri Şekil 11’da gösterilmektedir. 

 

Şekil 11: ESAT-6 ve CFP-10 protein preparatlarının yoğunlukları 
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5.2.16. Protein preparatındaki endotoksin yoğunluğunun belirlenmesi 

 Elde edilen protein preparatındaki endotoksin yoğunluğu belirlenirken önce protein 

preparatları 1 µg / ml konsantrasyonda olacakları şekilde PBS ile sulandırıldı. Daha sonra hem 

protein preparatları (1/1 – 1/2 - 1/4 - 1/8 – 1/16 – 1/32 – 1/64 – 1/128 ) ve hem de endotoksin 

standartları (400 – 40 – 4 - 0,5 – 0,25 – 0,125 – 0,06 – 0,03 – 0,015 EU / ml) ile hazırlanan 

dilusyonların üzerine eşit hacimde amebosit lizatı çalışma çözeltisi eklendi. 37 °C’de 1 saatlik 

inkübasyondan sonra jelleşmenin olduğu tüpler not edildi. 

Standart pozitiflik sınırı: 0,125 EU/ml pozitif, 0,06 EU/ml negatif 

ESAT-6 için  1 / 4 dilüsyonda jelleşme pozitif 

   1 / 8 dilüsyonda jelleşme negatifti. 

 1/4 ünde 0,125 EU / ml ise 1/1 inde 4 x 0,125 EU = 0,5 EU endotoksin bulunmaktaydı. 

 Yani; 1 µg ESAT-6 içerisinde 0,5 EU = 0,05 ng endotoksin bulunmaktaydı. 

CFP-10 için  1 / 2 dilüsyonda jelleşme pozitif 

   1 / 4 dilüsyonda jelleşme negatifti. 

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

bulunmaktaydı. 

 Yani; 1 µg CFP-10 içerisinde 0,25 EU = 0,025 ng endotoksin bulunmaktaydı. 

 Böylece her iki protein preparatının da 1 µg protein içerisinde 0,3 ng’dan daha az 

endotoksin içerdiğinden, hücre kültürü çalışmalarına uygun oldukları saptandı [9] . 

5.2.17. Heparinize kan örneklerinin toplanması ve antijenle uyarılması 

 Hasta ve kontrol grubundan toplam 10 ml heparinize kan örnekleri alındı ve 24-

kuyucuklu steril hücre kültürü plaklarına, her hasta için kullanılan 6 kuyucuğa 1’er ml 

dağıtıldı. 

1. kuyucuğa antijen eklenmedi 

2. kuyucuğa 1 µg/ml ESAT-6 eklendi 

3. kuyucuğa 1 µg/ml CFP-10 eklendi 

4. kuyucuğa 1 µg/ml ESAT-6 ve 1 µg/ml CFP-10 eklendi 
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5. kuyucuğa 1 µg/ml DHFR eklendi 

6. kuyucuğa 1,5 µg/ml fito-hemaglutinin eklendi 

5.2.18. Hücre kültürü ve plazmaların saklanması 

 Kültür plakları çalkalayıcı üzerinde 100 rpm’de 90 saniye karıştırılarak 37°C’de 16-18 

saat inkübe edildi. İnkübasyonları sonrasında bazı kuyucuklardaki (%15-20) heparinize kan 

örneklerinin yüzeylerinde yeşilimsi ince bir tabaka oluştuğu görüldü. Bu kuyucukların 

süpernatan kısımları kanlı agara ekildi ve üreme saptanmadı. Gram boyalı preparatlarında, 

bakteri ya da mantar hücrelerine rastlanmadı, ayrıca antijen eklenmemiş olanlarda IFN-γ veya  

IL-10 yanıtlarında yükselme veya azalma saptanmadı. 

 Hücre kültürü plaklarının plazma kısımları steril ependorflara alınarak -80°C’de 

saklandı. 

5.2.19 IFN-γ ve IL-10 düzeylerinin plak ELISA yöntemi ile ölçülmesi 

1. IFN-γ ve IL-10’a ait yakalayıcı “capture” antikorlar, kaplama tamponu ile 1 / 250 

oranında dilüe edilerek düz tabanlı 96 kuyucuklu plaklara 100’er µl dağıtıldı. 

2. +4 °C’de bir gece inkübe edildi. 

3. 300 µl yıkama tamponu ile 3 kez yıkandı. 

4. 200 µl deney çözeltisi eklenilerek oda sıcaklığında 1 saat bloklandı. 

5. 300 µl yıkama tamponu ile 3 kez yıkandı. 

6. Deney çözeltisinde dilüe edilen insan IFN-γ ve insan IL-10 standartları 100 µl 

hacimlerde, ve hasta örnekleri gerektiğinde deney çözeltisi ile dilüe edilerek 100’er µl 

hacimlerde kuyucuklara dağıtıldı (Hem standarlar hem de örnekler ikişer kez çalışıldı. 

Her iki sonucun varyasyon katsayısı (standart sapma / ortalama) %10 ve üzerinde olan 

örnekler ise üç kez çalışıldı). 

7. Oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi. 

8. 300 µl yıkama tamponu ile 5 kez yıkandı. 

9. Biyotinle konjuge IFN-γ ve IL-10’a ait saptama “detection” antikorları, deney çözeltisi 

ile 1 / 250 oranında dilüe edilerek kuyucuklara 100'er µl dağıtıldı. 

10. Oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 
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11. 300 µl yıkama tamponu ile 5 kez yıkandı. 

12. Avidin ile konjuge Horse Radish Peroksidaz enzimi, deney çözeltisi ile 1 / 250 oranında 

dilüe edilerek kuyucuklara 100’er µl dağıtıldı. 

13. Oda sıcaklığında 30 dakika saat inkübe edildi. 

14. 300 µl yıkama tamponu ile 7 kez yıkandı. 

15. Tetrametilmenzidin sübstratı kuyucuklara 100’er µl dağıtıldı. 

16. Oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. 

17. 1 M H2SO4 tepkime durdurucu çözeltiden kuyucuklara 50’şer µl dağıtıldı. 

18. ELISA plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okutuldu. 

19. Standart ve hasta örnek kuyucuklarında elde edilen OD değerleri kaydedildi. 

Standartlar ve hasta örnekleri ikişer kez çalışıldı. Elde edilen iki ölçüm değerinin standart 

sapması bu iki değerin ortalamasının %10’undan büyük ise üçüncü kez çalışıldı. Hasta 

örnekleri testin kantitatif ölçüm sınırlarının üzerinde ise uygun oranda seyreltilerek yeniden 

çalışıldı. 

Standart eğrilerinin çizilmesi ve sonuçların hesaplanmasında Microsoft® Office Excel 

2003 yazılım kullanıldı. 

 İkişer kat seyreltilerek hazırlanan standart kuyucuklarında ölçülen OD değerleri 

kullanılarak standart eğriler çizildi. Hasta kuyucuklarında elde edilen OD ölçümlerinin 

ortalamaları standart eğrilere yerleştirilerek sitokin değerleri hesaplandı [Şekil 12]. 

5.2.20. İstatistiksel analizler 

 Kontrol ve hasta gruplarının ortalamaları arasındaki farkın önemlilik testleri T-testi ile, 

parametrik yöntemlere uymayan koşullarda ise Mann-Whitney U testi ile ölçüldü. 

Sitokin değerlerinin kavite boyutu gibi parametrik değişkenlerle olan korelasyon 

ilişkileri Pearson korelasyon analizi kullanılarak ölçüldü. Sitokin değerleri ile hastaların 

parametrik koşulları karşılamayan değişkenlerinin korelasyon ilişkileri ise Spearman 

korelasyon analizi ile ölçüldü.  Hastaların radyolojik bulgularının sitokin değerlerinin ortaya 

çıkmasına sağladığı katkılar ve anlamlılık düzeyleri ise çoklu doğrusal regresyon analizi 

kullanılarak ölçüldü. İstatistiksel analizler sırasında “SPSS 15.0 for Windows Evaluation 

Version” kullanıldı. 
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Şekil 12 :  OD ölçüm sonuçları kullanılarak sitokin değerlerinin hesaplandığı standart eğrileri. Elde edilen iki ölçüm değerinin standart 

sapması bu iki değerin ortalamasının %10’undan büyük ise (gri renkli kuyucuklar) örnekler üçüncü kez çalışıldı.
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6.  BULGULAR 

6.1. Plak ELISA yöntemi ile ölçülen sitokin düzeyleri 

 Antijenik uyaranlarla elde edilen sitokin değerleri ile, antijenik uyaranın bulunmadığı 

kuyucuklarda elde edilen bazal sitokin değerlerinin farkları alındı. Böylece ESAT-6, CFP-10 

ve ESAT-6 + CFP-10 uyaranlarının ortaya çıkardıkları ∆IFN-γ ve ∆IL-10 değerleri 

hesaplandı. Sitokin değerlerine ek olarak ∆IFN-γ ve ∆IL-10 düzeylerinin, ortaya çıkan 

yanıtlardaki göreceli hakimiyetlerini ortaya çıkarmak amacıyla ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları 

hesaplandı. 

Hasta grubu ile benzer yaş ve cinsiyet dağılımına sahip, öykü, klinik ve radyolojik 

özelliklerine göre tüberküloz enfeksiyonu kanıtı bulunmayan sağlıklı kişilerden oluşan 34 

kişinin tamamı kontrol grubu olarak kabul edildi. Bir sonraki basamakta ise, bu kontrol 

grubunun içinden, ülkemizin epidemiyolojik verilerinden faydalanılarak, M. tuberculosis 

enfeksiyon prevalansına (% 25-30) uygun oranda ve yüksek ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranına sahip 10 

kişilik (% 29) bir grup çıkartıldı. Böylece 24 kişiden oluşan 2. kontrol grubu elde edildi. Tüm 

istatistiksel karşılaştırma analizleri bir kez de bu yeni kontrol grubuyla tekrarlandı. 

 Dr Suat Seren Göğüs Hastalıkları ve Cerrahisi Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

tüberküloz servisindeki klinisyen hekimlerin; klinik, laboratuvar ve radyolojik gözlemleri 

dikkate alındığında, 78 hasta birbirlerinden bağımsız 6 grupta toplandı. 

1. İyileşen tüberküloz hastaları (n: 4) 

2. Sadece fibronodüler lezyonu olanlar (n: 30) 

3. Plevral efüzyonu olanlar (n: 14) 

4. Kaviter lezyonu olanlar (n: 23) 

5. Çoklu kaviter lezyonu olanlar (n: 5) 

6. Milier tutulumu olanlar (n: 2) 

Bu grupların yanında tüm tüberküloz hastalarının içerisinden iki grup daha belirlendi, 

7. Nükseden tüberküloz hastalığı olanlar (n: 15) 

8. Tedaviye ihtiyacı olan hastalar (n: 74) 

Hastaların gruplanmasını sağlayan radyolojik bulgularına dair örnekler Resim 6’da 

gösterilmektedir. 
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Resim 6: Hastaların gruplandırılmasını sağlayan radyolojik bulgular: a; Fibronodüler lezyon, 

b; plevral efüzyon, c; kaviter lezyon, d; çoklu kaviter lezyon, e; milier tutulum. 



 66

Tüm grupların yaş ve cinsiyet dağılımları tablo 3’de gösterilmektedir. 

  

GRUP 

SAYI 

 

ERKEK 

n 

(%) 

KADIN 

n 

(%) 

YAŞ 
ORTALAMASI 

KONTROL GRUBU 1   

 

34 

 

26 

(76) 

8 

(24) 

43,265 

43,26 

KONTROL GRUBU 2 

 

24 19 

(79) 

5 

(21) 

45,63 

1. İYİLEŞEN TÜBERKÜLOZ 
HASTALARI 

4 3 

(75) 

1 

(25) 

47,25 

2. SADECE FİBRONODÜLER 
LEZYONU OLANLAR 

30 21 

(70) 

9 

(30) 

45,50 

3. PLEVRAL EFÜZYONU 
OLANLAR 

14 11 

(79) 

3 

(21) 

43,43 

4. KAVİTER LEZYONU OLANLAR 23 18 

(78) 

5 

(22) 

49,09 

5. ÇOKLU KAVİTER LEZYONU 
OLANLAR 

5 4 

(80) 

1 

(20) 

35,40 

6. MİLİER TUTULUMU OLANLAR 2 2 

(100) 

0 

(0) 

48,00 

7. NÜKSEDEN TÜBERKÜLOZ 
HASTALIĞI OLANLAR 

15 13 

(87) 

2 

(13) 

39,00 

8. TEDAVİYE İHTİYACI OLAN 
HASTALAR 

74 56 

(76) 

18 

(24) 

45,61 

Tablo 3: Grupların yaş ve cinsiyet dağılımları. 

Kontrol ve tüberküloz hasta gruplarının sitokin değerleri (∆IFN-γ, ∆IL-10 ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 

oranları) Tablo 4 – Tablo 13’de gösterilmektedir. 
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Tablo 4: Birinci kontrol grubunun sitokin değerleri (pg / ml). 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ 
∆EC 

IFN-γ 
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10 
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10 

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10 

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-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 

 



 68

 

Tablo 5: İkinci kontrol grubunun sitokin değerleri (pg / ml). 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ 
∆EC 

IFN-γ 
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10 
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10 

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10 

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-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: İyileşen tüberküloz hastalarının sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri  
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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 fibronodüler lezyonu olan hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

1 79 891 911 45 47 180 1,73 18,78 5,05 + + - + - 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 5,91 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 4,47 - + - + - 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 5,83 + + - + - 0 0 
16 472 327 1341 50 3 91 9,22 75,31 14,54 + + - + - 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 25,54 + + - + - 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 efüzyonu olanlar hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

1 2775 483 2120 59 3 69 46,32 124,84 30,26 + + - + + 0 0 
2 86 17 22 57 38 98 1,50 0,47 0,23 - + - - + 1 5 
3 999 0 1091 167 84 226 5,95 0,01 4,80 + - + + + 2 7 
4 510 117 694 19 1 88 25,40 52,58 7,85 + + + - + 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 90 36 90 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 - + - + + 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 - + - - + 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 + + - + + 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 hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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 + + - - - 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 5,23 + + - + - 1 4 
15 499 1051 1166 555 130 398 0,90 8,04 2,93 + + - + - 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 

 



 73 

 

Tablo 10: Çoklu kaviter lezyonu olan hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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 hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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: Nükseden tüberküloz hastalığı olanların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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 5,91 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 ihtiyacı olan hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

1 2775 483 2120 59 3 69 46,32 124,84 30,26 + + - + + 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 4,80 + + - - + 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 - + - - + 0 0 
9 237 12 326 428 105 452 0,55 0,12 0,72 + + - + + 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 + + - + - 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 4,47 - + - + - 0 0 
17 325 163 136 560 27 403 0,58 5,91 0,34 + + - + - 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 5,83 + + - + - 0 0 
21 472 327 1341 50 3 91 9,22 75,31 14,54 + + - + - 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 + - - + - 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 + + - + - 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 - + - + - 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 + + - + - 0 0 
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Tablo 13: Tedaviye ihtiyacı olan hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri (devamı) 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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 + + - + - 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 + + - + - 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 + + - - - 1 6 
40 586 199 330 46 13 73 12,47 14,73 4,49 - + - + - 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 + + - + - 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 5,23 + + - + - 1 4 
47 499 1051 1166 555 130 398 0,90 8,04 2,93 + + - + - 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 +   - + - 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 + + - - - 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 + + - - - 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 ihtiyacı olan hastaların sitokin değerleri (pg / ml) ve klinik verileri (devamı) 
 ∆E 

IFN-γ 
∆C 

IFN-γ
∆EC 

IFN-γ
∆E 

IL-10 
∆C 

IL-10 
∆EC 

IL-10
∆E IFN-γ / 
∆E IL-10

∆C IFN-γ / 
∆C IL-10

∆EC IFN-γ / 
∆EC IL-10 ARB KÜLTÜR SEKEL FİBRO.NODÜ

LER LEZYON 
PLEV.RAL 
EFFÜZYON 

KAV.İTE 
ADEDİ 

EN BÜYÜK 
KAVİTE  ÇAPI 

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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∆IFN-γ, ∆IL-10 ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının ortalamaları ve yaygınlık ölçütleri, 

kum torbası grafiklerle ifade edildi. Koordinant sistemine daha kolay yerleştirilebilmeleri 

amacıyla ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları yerine on tabanına göre logaritma değerleri kullanıldı 

[Şekil 13, Şekil 14]. 

 

Şekil 13: Birinci kontrol grubu ile karşılaştırılan sitokin yanıtı ortalamaları ve yaygınlık 

ölçütleri. Yeşil renkli boyanan kutucuklar birinci kontrol grubunu, kırmızı renkli kutucuklar 

birinci kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunan değerleri, mavi renkli 

kutucuklar ise birinci kontrol grubuna göre anlamlı derecede düşük bulunan değerleri 

göstermektedir. 
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 Şekil 14: İkinci kontrol grubu ile karşılaştırılan sitokin yanıtı ortalamaları ve yaygınlık 

ölçütleri. Yeşil renkli boyanan kutucuklar ikinci kontrol grubunu, kırmızı renkli kutucuklar 

ikinci kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunan değerleri, mavi renkli kutucuklar 

ise ikinci kontrol grubuna göre anlamlı derecede düşük bulunan değerleri göstermektedir. 

 Grup ortalamaları arasındaki farkın anlamlılık testi sonuçları Tablo 14’de 

gösterilmektedir.
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n 
  

ORT. 
E ∆IFN-γ 

  
  

ORT. 
C ∆IFN-γ

  
  

ORT. 
EC ∆IFN-γ 

  
  

ORT. 
E ∆IL-10 

  
  

ORT. 
C ∆IL-10 

  
  

ORT. 
EC ∆IL-10 

  
  

ORT. 
E ∆IFN-γ /  
∆IL-10 
ORANI 

  
  

ORT. 
C ∆IFN-γ /  
∆IL-10 
ORANI 

  
  

ORT. 
EC ∆IFN-γ / 

∆IL-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 
KARŞILAŞTIRILAN GRUPLAR 
     

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ   

P 
DEĞERİ 

İYİLEŞEN TBC HASTALARI İLE 
1. KONTROL GRUBU 
 3774,193 0,0070 2017,723 0,0040 3867,001 0,0050 193,486 0,0740 25,482 0,0350 327,813 0,2970 92,722 0,0020 334,550 0,0010 49,079 0,0040 
İYİLEŞEN TBC HASTALARI İLE 
2. KONTROL GRUBU 
 

4 
 
 
    0,0000   0,0010   0,0000   0,0820   0,0290   0,2350   0,0000   0,0000   0,0000 

SADECE FİBRONODÜLER 
LEZYONU OLANLAR İLE  
1. KONTROL GRUBU 904,925 0,1044 631,101 0,4513 1164,506 0,1798 278,680 0,0114 51,893 0,0273 326,655 0,0093 6,838 0,3432 26,684 0,0411 7,538 0,0776 
SADECE FİBRONODÜLER 
LEZYONU OLANLAR İLE  
2. KONTROL GRUBU 

30
 
  
   0,4567  0,1218  0,3432  0,0043   0,0106  0,0071  0,0216  0,0059   0,0210 

PLEVRAL EFÜZYONU OLANLAR 
İLE 1. KONTROL GRUBU 
 968,174 0,2520 225,080 0,0201 776,963 0,0696 175,388 0,0029 60,166 0,0447 335,274 0,0254 11,865 0,4142 16,073 0,4749 5,360 0,5553 
PLEVRAL EFÜZYONU OLANLAR 
İLE 2. KONTROL GRUBU 
 

14
 
 
    0,7770   0,2120   0,5010   0,0010   0,0250   0,0340   0,0820   0,6650   0,8930 

KAVİTER LEZYONU OLANLAR İLE 
1. KONTROL GRUBU 
 1178,999 0,2820 925,797 0,1869 1627,816 0,4444 333,904 0,1020 108,206 0,4460 461,612 0,1566 10,237 0,1254 27,850 0,0299 10,156 0,0462 
KAVİTER LEZYONU OLANLAR İLE 
2. KONTROL GRUBU 
 

23
 
 
    0,2222  0,0315  0,1026  0,0514   0,2553  0,1074  0,0152  0,0041   0,0185 

ÇOKLU KAVİTER LEZYONU 
OLANLAR İLE 1. KONTROL GRUBU 820,691 0,0350 598,978 0,2390 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 
ÇOKLU KAVİTER LEZYONU 
OLANLAR İLE 2. KONTROL GRUBU

5 
 
 
    0,0780   0,4820   0,2010   0,6740   0,0680   0,9330   0,0510   0,7580   0,0680 

MİLİER TUTULUMU OLANLAR İLE 
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 
MİLİER TUTULUMU OLANLAR İLE 
2. KONTROL GRUBU 
 

2 
 
 
    0,0250   0,1230   0,0250   0,8120   0,3940   0,5540   0,0120   0,3020   0,0060 

NÜKSEDEN TBC HASTALIĞI 
OLANLAR İLE 1. KONTROL GRUBU 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 
NÜKSEDEN TBC HASTALIĞI 
OLANLAR İLE 2. KONTROL GRUBU

15
 
 
    0,0710   0,0810   0,1030   0,0040   0,0010   0,0030   0,9890   0,4320   0,9890 

TEDAVİYE İHTİYACI OLAN 
HASTALAR İLE 1. KONTROL 
GRUBU 973,340 0,0813 628,408 0,4377 1176,269 0,1391 288,957 0,0095 70,358 0,0411 403,353 0,0238 8,408 0,1280 23,100 0,0107 7,352 0,0197 
TEDAVİYE İHTİYACI OLAN 
HASTALAR İLE 2. KONTROL 
GRUBU 

74
 
 
    0,3746  0,0370  0,3163  0,0013   0,0099  0,0148  0,0003  0,0000   0,0010 

Tablo 14: Grup ortalamaları arasındaki farkın anlamlılık testi sonuçları
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 Hastaların uyaranlara karşı elde edilen sitokin yanıtları kullanılarak hem birinci, hem 

de ikinci kontrol grubuyla karşılaştırılarak ROC eğrileri elde edildi. Ayrıca ROC eğrileri ile 

elde edilen duyarlılık ve seçicilik düzeylerinde önce çoklu kaviteli, milier tutulumu olan ya da 

nükseden tüberküloz hastaları dışlanarak tekrarlandı. Daha sonra yalnızca çoklu kaviteli, 

milier tutulumu olan ya da nükseden tüberküloz hastaları ile oluşturulan hasta grubuyla 

tekrarlandı. 

 IFN-γ yanıtlarının zayıf olduğu grubun (çoklu kaviter lezyonu olan, milier tutulumu 

olan ya da nükseden tüberküloz hastalığı bulunanların) dışarıda bırakılmasıyla ∆IFN-γ 

değerlerinin duyarlılık ve özgüllükleri artarken ∆IL-10 sonuçlarının duyarlılık ve özgüllükleri 

azaldı. Yalnızca IFN-γ yanıtlarının zayıf olduğu grubun değerlendirmeye alınmasıyla ∆IL-10 

sonuçlarının duyarlılık ve özgüllükleri artarken ∆IFN-γ değerlerinin duyarlılık ve özgüllükleri 

azaldı. Ancak bu iki durumda da ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının duyarlılık ve özgüllükleri 

etkilenmedi [Şekil 15]. 

Tedavi süreleri ile sitokin değerlerinin ortalamaları arasındaki ilişki incelendiğinde; 5 

ile 17 gün arasında tedavi alanlarla daha uzun süre tedavi olanların arasında anlamlı farklar 

bulundu. 

 ESAT-6’ya karşı 6 ile 17 günden daha az süredir tedavi görenlerin ∆IFN-γ ortalamaları 

6 ile 17 günden daha fazla süredir tedavi görenlere göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu. 

 ESAT-6’ya karşı 5 ile 10 günden daha az süredir tedavi görenlerin ∆IL-10 

ortalamaları, 5 ile 10 günden daha fazla süredir tedavi görenlere göre anlamlı düzeyde yüksek 

bulundu. 

 ESAT-6’ya karşı ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları ile tedavi süreleri arasında ilişki 

saptanmadı. 

 CFP-10’a karşı 11 ile 17 günden daha az süredir tedavi görenlerin ∆IFN-γ ortalamaları, 

11 ile 17 günden daha fazla süredir tedavi görenlere göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu. 

 CFP-10’a karşı ∆IL-10 değerleri ile tedavi süreleri arasında ilişki saptanmadı. 

 CFP-10’a karşı 11 ile 17 günden daha az süredir tedavi görenlerin ∆IFN-γ / ∆IL-10 

oranlarının ortalamaları, 11 ile 17 günden daha fazla süredir tedavi görenlere göre anlamlı 

düzeyde yüksek bulundu. 
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 ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanılmalarna karşı 9 ile 17 günden daha az süredir 

tedavi görenlerin ∆IFN-γ ortalamaları,  9 ile 17 günden daha fazla süredir tedavi görenlere 

göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu. 

ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanılmalarna karşı ∆IL-10 değerleri ile tedavi süreleri 

arasında ilişki saptanmadı.  

 ESAT-6 ve CFP-10’un bir arada kullanılmalarna karşı ∆IFN-γ / ∆IL-10 değerleri ile 

tedavi süreleri arasında ilişki saptanmadı. 

 ∆IFN-γ, ∆IL-10 ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının hastaların; yaş, cinsiyet, ARB 

pozitifliği, kültür pozitifliği ve radyolojik bulguları ile korelasyonları incelendiğinde, uyaran 

olarak ESAT-6 tek başına veya CFP-10’la birlikte kullanıldığında ∆IFN-γ yanıtları ile kültür 

pozitifliği arasında orta düzeyde ve ters yönde bir korelasyon olduğu saptandı. 

 Uyaran olarak CFP-10 kullanıldığında ∆IL-10 yanıtları ile kavite adedi ve en büyük 

kavite çapıyla orta düzeyde ve aynı yönde korelasyon olduğu, sekel varlığı ile arasında ise orta 

düzeyde ancak ters yönde bir korelasyon olduğu saptandı. 

 Uyaran olarak CFP-10 tek başına veya ESAT-6 ile birlikte kullanıldığında ∆IFN-γ / 

∆IL-10 oranları ile kavite adedi arasında orta düzeyde ve ters yönde bir korelasyon olduğu 

saptandı.  

 Korelasyon analizi sonuçları Tablo 15’de gösterildi. 

∆IFN-γ, ∆IL-10 ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarıyla hastaların radyolojik bulguları arasında 

doğrusal regresyon ilişkisi bulunup bulunmadığı incelendi; 

 Çoklu doğrusal regresyon analizi sonuçlarının beta katsayı ve p değerleri Tablo 16’da 

gösterildi. 
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Şekil 15: Sitokin yanıtları ile elde edilen ROC eğrileri. I; Tüm tbc hastaları, II; çoklu kaviter 
lezyonlular, milier tutulumu olanlar ve nükseden tbc hastaları hariç tüm tbc hastaları, III; 
çoklu kaviter lezyonlular, milier tutulumu olanlar ve nükseden tbc hastaları, a; birinci kontrol 
grubu ile karşılaştırma sonuçları, b; ikinci kontrol grubu ile karşılaştırma sonuçlarını, mavi 
grafikler ESAT-6 ile, yeşil renkli grafikler CFP-10 ile, tutuncu renkli grafikler ESAT-6 ve 
CFP-10’un bir arada kullanılması ile elde edilen sitokin yanıtlarını göstermektedir.
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KORELASYON 

ANALİZİ 

 Kültür Pozitifliği Sekel 
 

Fibro- 
Noduler 
Lezyon 

Plörezi 
 

Kavite 
Adedi 

 

En 
büyük 

kavite çapı 

Katsayısı -0,244 0,074 -0,138 0,064 -0,082 -0,023 E ∆IFN-γ 
P değeri 0,019 0,259 0,114 0,289 0,237 0,420 

Katsayısı -0,104 -0,050 -0,152 -0,148 -0,033 0,028 C ∆IFN-γ 
P değeri 0,192 0,333 0,092 0,098 0,387 0,405 

Katsayısı -0,218 0,035 -0,120 -0,027 -0,090 0,056 EC ∆IFN-γ 
P değeri 0,033 0,380 0,148 0,406 0,217 0,313 

Katsayısı -0,048 -0,157 -0,048 -0,151 0,134 0,003 E ∆IL-10 
P değeri 0,343 0,086 0,338 0,094 0,122 0,490 

Katsayısı 0,016 -0,217 -0,073 -0,008 0,277 0,211 C ∆IL-10 
P değeri 0,448 0,028 0,263 0,472 0,007 0,032 

Katsayısı -0,160 -0,187 -0,178 -0,060 0,188 0,001 EC ∆IL-10 
P değeri 0,090 0,051 0,059 0,301 0,050 0,497 

Katsayısı -0,167 0,097 -0,053 0,132 -0,152 -0,058 E ∆IFN-γ / ∆IL-10 ORANI 
P değeri 0,081 0,199 0,323 0,125 0,092 0,308 

Katsayısı -0,074 0,072 -0,082 -0,108 -0,198 -0,077 C ∆IFN-γ / ∆IL-10 ORANI 
P değeri 0,269 0,265 0,238 0,174 0,041 0,253 

Kat sayısı -0,093 0,089 0,064 -0,015 -0,210 0,038 EC ∆IFN-γ / ∆IL-10 ORANI 
P değeri 0,218 0,220 0,290 0,449 0,033 0,372 

Tablo 15: Korelasyon analizi sonuçları (sarı ile boyananlar ters yöndeki, kırmızı ile boyananlar 

ise aynı yöndeki anlamlı korelasyonları göstermektedir) 

 

ÇOKLU 
DOĞRUSAL 

REGRESYON 
ANALİZİ 

 Sekel 
 

Fibro- 
Noduler 
Lezyon 

Plörezi 
 

Kavite 
Adedi 

 

En 
büyük 

kavite çapı 

Beta katsayısı -307,949 -1.039,594 -583,392 -208,648 -24,148∆E IFN-γ 
P değeri 0,516 0,024 0,268 0,057 0,781

Beta katsayısı -503,751 -925,778 -925,913 -174,288 -7,302∆CIFN-γ 
P değeri 0,117 0,003 0,010 0,019 0,900

Beta katsayısı -473,484 -1.299,886 -1.162,002 -297,736 32,850∆ECIFN-γ 
P değeri 0,326 0,006 0,032 0,008 0,709

Beta katsayısı -104,943 -73,760 -148,397 5,206 -8,311∆E IL-10 
P değeri 0,196 0,342 0,101 0,778 0,575

Beta katsayısı -26,105 10,815 -6,011 -2,178 8,823∆C IL-10 
P değeri 0,342 0,680 0,843 0,728 0,082

Beta katsayısı -261,737 -231,512 -129,271 8,478 -18,462∆EC IL-10 
P değeri 0,028 0,041 0,320 0,751 0,390

Beta katsayısı 10,708 -13,959 -5,685 -2,449 -0,504E ∆IFN-γ / ∆IL-
10 ORANI P değeri 0,235 0,107 0,568 0,234 0,759

Beta katsayısı 35,113 -61,390 -49,792 -10,790 -4,005C ∆IFN-γ / ∆IL-
10 ORANI P değeri 0,367 0,101 0,249 0,226 0,574

Beta katsayısı 2,439 -8,192 -8,054 -2,022 0,435EC ∆IFN-γ / ∆IL-
10 ORANI P değeri 0,663 0,129 0,196 0,117 0,672

Tablo 16: Çoklu doğrusal regresyon analizi sonuçlarının beta katsayı değerleri ve p değerleri 

(gri ile boyananlar, anlamlı doğrusal regresyon ilişkisi bulunan verileri göstermektedir).
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 7. TARTIŞMA 

 Latent tüberküloz hastalığının tanısında tüberkülin deri testine alternatif olarak 

kullanılmaya başlanan IFN-γ testlerinde, M. tuberculosis’e özgü olan veya olmayan antijenler 

kullanılmaktadır. Antijenik uyarana karşı büyük oranda yardımcı T lenfositler tarafından 

sentezlenen IFN-γ düzeyleri saptanmaktadır. 

 Tüberküloz hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarıyla yapılan çalışmalarda; M. 

tuberculosis’e ait RD1 operonu tarafından sentezlenen ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerinin 

birlikte kullanıldığı IFN-γ testlerinin özgüllüğünün, tüberkülin deri testine kıyasla yüksek 

olduğu saptanmıştır. Ayrıca bu testlede, BCG aşısı ve geçirilmiş tüberküloz dışı 

mikobakteriyel enfeksiyonlara bağlı yanlış pozitiflik oranları düşüktür. 

 Latent tüberküloz hastalığının tanısında kullanılan tüberkülin deri testine kıyasla, daha 

iyi sonuçlar elde edilse de, bazı çalışmalarda bağışıklık sistemi baskılanmış bireylerde, 

çocuklarda, akciğer dışı tüberküloz olgularında ve tüberküloz hastalığının endemik olduğu 

bölgelerde yaşayan bireylerde IFN-γ testlerinin duyarlılık ve özgüllüklerinin düşük olabildiği 

gösterilmiştir. 

 Hücre kültürü kuyucuklarında, IFN-γ sentezleyen ve leke oluşturan yardımcı T lenfosit 

kolonilerinin sayıldığı ELISPOT testleri ile IFN-γ düzeylerinin ölçüldüğü ELISA testlerinin 

ticari formları bulunmaktadır ve maliyetleri yüksektir. Bu maliyetleri düşürebilmek, farklı 

çalışmalar için kullanılması planlanan klonlama, ekspresyon, protein saflaştırma ve tam kan 

hücre kültürü yöntemlerinin optimizasyonu amacıyla deney düzeneklerinin laboratuvarımızda 

hazırlanmasına karar verildi. Çeşitli aşamalarda karşılaşılan sorunlar, literatür desteğiyle 

uygulanan çözüm yöntemleri kullanılarak aşıldı. 

 Pet100/D-Topo-ekspresyon vektörüne klonlanan ESAT-6 geni ile beklenen DNA dizi 

analizi sonuçları elde edilmesine rağmen konak hücre olarak seçilen BL21 Star E. coli suşunda 

SDS-PAGE ile saptanacak düzeyde ekspresyon sağlanamadı. Farklı bir vektör (pQE30) ve 

konak hücresi (M15 E. coli suşu) kullanıldı. 

 1 ml heparinize kan örneklerinde NO (Nitrik oksit) düzeyleri ∆IFN-γ değerleri 8000 

pg‘ın üzerinde olan hastalarda bile saptanma sınırının altında bulundu. 

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

protein, DNA gibi konak hücreye ait kalıntılardan önemli ölçüde arındırılmaktadır. Yine de 
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protein preparatında, hücre kültürü koşullarında poliklonal T lenfosit yanıtına yol açacak 

düzeyde endotoksin bulunabilmektedir. Protein preparatını endotoksinden arındırmak 

amacıyla kullanılan matrikslerinin maliyeti çok yüksektir. Oysa Franken ve arkadaşlarının 

2000 yılında yaptıkları çalışmada, protein preparatındaki endotoksin düzeyinin sadece 

izopropanol kullanılarak düşürülebildiği gösterilmiştir [117]. Bu yöntemde, endotoksinin 

proteinlerden uzaklaştırılmasında, Ni-NTA matriksine bağlanmış durumdaki proteinlere 

izopropanolün %60 yoğunluktaki tamponu ile fazladan 4 yıkama basamağı daha 

uygulanmaktadır. Böylece protein saflaştırılması sırasında kullanılan afinite matrikslerinin 

maliyeti yarıya düşürülmektedir. Üstelik fazladan uygulanan bu yıkama basamakları sırasında 

üre içermeyen tamponlar kullanıldığından, proteinlerin yeniden katlanmaları (“refolding”’i) 

da sağlanmaktadır [116, 117]. Bu çalışmada Ni-NTA matriksine bağlanan proteinlerin %60 

izopropanol içeren tamponla yıkanmasıyla endotoksin düzeylerinin 80 ile 160 kat azaldığı 

saptandı. 

 Sitokin yanıtlarının, duyarlılık ve özgüllüğünü en yüksek düzeylere çıkartacak sınır 

değerleri “cut-off”, çalışmalar arasında değişkenlik göstermektedir ve bazı çalışmalarda elde 

edilen sonuçlar birbirleriyle de çelişkilidir. Tüm bu değişkenlik ve çelişkilere sebep olan 

kısıtlılıkların en önemlisi; klinik, laboratuvar ve radyolojik tanıları bakımından farklı 

kategorilere giren yeterli hasta sayısına ulaşılamamasıdır. Farklı klinik seyir ve bağışık yanıt 

durumuna sahip tüberküloz olgularının ortak gruplarda değerlendirilmeleri de çalışmalar 

arasında uyumsuzluklara neden olmaktadır. Hasta sayılarının yetersiz olduğu çalışmalarda, 

parametrik testler yerine non-parametrik testlerin kullanılması istatistiksel anlamlılık 

düzeylerini düşürmektedir. Bu sorun, yeterli hasta sayısı ve klinik çeşitliliğin sağlandığı çok 

merkezli çalışmalarla aşılabilir. 

Özellikle tüberkülin deri testi uygulamadan sadece öykü, klinik ve radyolojik 

bulgularla oluşturulan kontrol gruplarının yer aldığı çalışmalarda, popülasyondaki M. 

tuberculosis enfeksiyon prevalansına bağlı olarak eşik değerlerde farklılıklar ortaya 

çıkmaktadır. Bu farklılıklar açısından, araştırma makeleleri ya da birçok çalışma sonucunu 

aynı anda değerlendirmemizi sağlayan sistematik derlemelerde görüş birliği sağlanamamıştır 

[118,119]. 

Çalışmalardaki değişkenlik ya da çelişkilerin diğer sebepleri ise, ticari testlerin 

kısıtlılıkları olabilir. Bu kısıtlılıkların en önemlileri, uyaran olarak kullanılan antijenlerin az 

sayıda olması (ESAT-6, CFP-10, PPD) ve de yalnızca IFN-γ yanıtlarının saptanabiliyor 
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olmasıdır. Kullanılan antijenlerin az sayıda olması sorunu, tek başlarına değil, antijen 

kokteylleri şeklinde uygulanmalarıyla aşılabilmektedir. Tek başına IFN-γ yanıtlarının 

saptanması ise, antijene karşı yalnızca hücresel yanıtı ölçebilmektedir. Oysa ki, bağışık yanıt 

ve hastalığın klinik seyrindeki, farklılıklara bağlı olarak sıvısal ya da regülatör yanıtın baskın 

olduğu durumlar atlanabilir. Bu sitokin paternleri, farklı bağışık yanıt durumlarının göstergesi 

olarak anlam taşıyabileceğinden, hasta ve toplum sağlığının korunmasında, tanı, tedavi ve 

takip stratejilerine yön verebilirler. 

Bu çalışmada M. tuberculosis’e ait ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerinin hem tek 

başlarına, hem de bir arada kullanılmalarına karşı ortaya çıkan sitokin yanıtları saptandı. 

Hücresel bağışık yanıtın değerlendirilmesini sağlayan sitokinlerden IFN-γ ve sıvısal bağışık 

yanıt veya regülatör yanıtın değerlendirilmesini sağlayan sitokinlerden IL-10 değerleri 

ölçüldü. 

Antijen olarak kullanılan farklı uyaranlar sitokin yanıtlarını ölçen çalışmalarda 

antijenler µg / ml cinsinden eşit miktarlarda uygulanmaktadır. Hastalarda ortaya çıkan yanıtlar 

kısıtlı sayıda epitopa özgü olabildiğinden uyarıcı epitop miktarı arasında büyük farklar ortaya 

çıkabilmektedir. ESAT-6, 97 aminoasit uzunlukta, CFP-10 ise 102 aminoasit uzunlukta 

olduğundan aralarındaki büyüklük farkı ihmal edilebilir düzeydedir. Ancak µg/ml cinsinden 

eşit miktarda uygulanan 6 kDa’luk bir antijenin uyarıcı epitop yoğunluğu, 40 kDa’luk bir 

antijenin uyarıcı epitop yoğunluğundan yaklaşık 7 kat fazladır. 23 kDa’luk MPT64, 30 

kDa’luk Ag85B veya 71 kDa’luk Rv3876 gibi büyük proteinler ve 6 kDa’luk ESAT-6 gibi 

küşük proteinlerle bir arada yapılan çalışmalarda uygulanan antijen miktarının pmol cinsinden 

eşit olmasına dikkat edilmesi gereklidir. 

 Sonuçların analizleri yapılırken, antijenik uyaranla elde edilen sitokin yanıtları ile 

antijenik uyaranın bulunmadığı koşullardaki sitokin yanıtları arasındaki farklar (∆IFN-γ ve 

∆IL-10 değerleri) dikkate alındı. ∆IFN-γ ve ∆IL-10 yanıtlarının eşik değerleri bulunan tek 

yönlü değişkenler olduklarından, eşik değerlere yakın düzeylerde anlamlarını yitiren verilere 

dönüştükleri saptandı. Bu sorunu aşmaya yönelik olarak, sitokin yanıtlarının eşik değerlerle 

olan ilişkilerinden bağımsız, ancak diğer sitokin yanıtı ile göreceli farkını ortaya koyabilecek 

yeni bir değişken tanımlanmaya çalışıldı. Bu nedenle “∆IFN-γ / ∆IL-10” oranları da analizlere 

katıldı. 
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 Farklı hasta gruplarının birinci kontrol grubu ile karşılaştırılmaları sonucunda; iyi 

prognostik öneme sahip radyolojik bulgular taşıyan hastaların ∆IFN-γ yanıtlarının daha baskın 

olduğu saptanırken, kötü prognostik öneme sahip radyolojik bulgular taşıyan hastaların ise 

∆IL-10 yanıtlarının daha baskın olduğu saptandı. 

 İyileşmiş hasta grubunun tüm antijenik uyaranlara karşı ∆IFN-γ yanıtlarının anlamlı 

düzeyde yülsek bulunması, CFP-10 uyarsına karşı ∆IL-10 yanıtlarının anlamlı düzeyde düşük 

bulunması ve tüm antijenik uyarılara karşı ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının da anlamlı düzeyde 

yülsek bulunması; 

• İyileşmiş hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a karşı hem güçlü Th1 yanıtının 

olduğunu, hem de Th1 yanıtının Th2 veya Treg yanıtından göreceli olarak daha 

yüksek olduğunu göstermektedir. 

 Sadece fibronodüler lezyonu olan hasta grubunun, antijenik uyarılara karşı ∆IFN-γ 

yanıtlarında anlamlı bir fark bulunmaması, CFP-10 uyarısına karşı ∆IL-10 yanıtlarının anlamlı 

düzeyde düşük bulunması ve CFP-10’un tek başına veya ESAT-6 ile birlikte uygulanmasında 

∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının anlamlı düzeyde yüksek bulunması; 

• Sadece fibronodüler lezyonu olan hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a karşı 

güçlü Th1 yanıtları bulunmasa bile, Th1 yanıtının Th2 veya Treg yanıtından 

göreceli olarak daha yüksek olduğu söylenebilir. 

 Plevral efüzyonu olan hasta grubunun CFP-10 uyarısına karşı ∆IFN-γ yanıtlarının 

anlamlı düzeyde düşük bulunması, tüm antijenik uyaranlara karşı ∆IL-10 yanıtlarının anlamlı 

düzeyde düşük bulunması ve antijenik uyaranlara karşı ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları arasında 

anlamlı düzeyde bir fark bulunmaması; 

• Plevral efüzyonu olan hasta grubunda, CFP-10’a karşı güçlü Th1 yanıtının 

bulunmadığını ve Th2 veya Treg yanıtlarının zayıf olduğunu ifade eder. 

 Çoklu kaviter lezyonu olan hasta grubunun ESAT-6 uyarısına karşı ∆IFN-γ yanıtları ve 

ESAT-6 ya da CFP-10 ile birlikte kullanılmasıyla ortaya çıkan ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının  

anlamlı düzeyde düşük bulunması; 

• Çoklu kaviter lezyonu olan hasta grubunda, ESAT-6’ya karşı hem Th1 yanıtının 

düşük olduğunu hem de Th1 yanıtlarının Th2 veya Treg yanıtından göreceli 

olarak daha düşük olduğunu ifade etmektedir. 
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 Milier tutulumu olan hasta grubunun ESAT-6 veya CFP-10 ile birlikte kullanılması ile 

∆IFN-γ yanıtlarının ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının anlamlı düzeyde düşük bulunması; 

• Milier tutulumu olan hasta grubunda; ESAT-6’nın tek başına veya CFP-10 ile 

birlikte uygulanmasına karşı hem Th1 yanıtının düşük olduğu, hem de Th1 

yanıtının Th2 veya Treg’den göreceli olarak daha düşük olduğu söylenebilir. 

 Nükseden tüberküloz hastalığı olanlarda tüm antijenik uyaranlara karşı hem ∆IFN-γ 

yanıtlarının hem de ∆IL-10 yanıtlarının anlamlı düzeyde düşük bulunması; 

• Bu hasta grubunda, ESAT-6 ve CFP-10’a karşı Th1 ve Th2 yanıtsızlığının 

olduğunu göstermektedir. 

 Tedaviye ihtiyacı olan tüm tüberküloz hastalarında antijenik uyarılara karşı ∆IFN-γ 

yanıtlarında anlamlı bir fark bulunmaması, CFP-10 veya ESAT-6 ile birlikte kullanılmasıyla 

∆IL-10 yanıtlarının anlamlı düzeyde düşük bulunması ve CFP-10 veya ESAT-6 ile birlikte 

uygulanmasında ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının anlamlı düzeyde yülsek bulunması; 

• Tedaviye ihtiyacı olan tüm tüberküloz hastalarında, CFP-10 veya ESAT-6 ile 

birlikte uygulanmasına karşı güçlü Th1 yanıtı bulunmasa bile Th1 yanıtlarının 

Th2 veya Treg’den göreceli olarak daha yüksek olduğunu ifade eder. 

 Yeni kontrol grubu ile yapılan analizler, önceki analizlere göre avantajlı bakış açıları 

sundu. Önceki analizlerde anlamlı bulunan sonuçların çoğu pekişti, anlamlılık sınırında olan 

bazı bulgular ise, anlamlı düzeylere geldi. Çoklu kaviter lezyonu olan ve nükseden tüberküloz 

hastalığı olan grupların ∆IFN-γ yanıtları, 34 kişilik kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde 

düşük bulunmasına rağmen ikinci kontrol grubuna göre (24 kişilik ikinci kontrol grubunun 

∆IFN-γ yanıtları düşük olduğu için) çoklu kaviter lezyonu olan ve nükseden tüberküloz 

hastalığı olanların IFN-γ yanıtlarının düşüklüğü anlamlı bulunmadı. 

 Hem ∆IFN-γ değerlerinin hemde ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının, daha önceki klinik 

çalışmalarla belirlenen ve prognostik değerlerinin olduğu bilinen, tek başına fibronodüler 

lezyon varlığı ile aynı yönde korelasyonlarının olduğu saptandı. Ayrıca ∆IFN-γ değerleri ve 

∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının kötü prognostik bulgulardan olan çoklu kaviter lezyon ve milier 

tutulum varlığıyla ters yönde korelasyonlarının olduğu saptandı 

 Aynı konuda yapılmış diğer çalışmalara ek olarak kullandığımız IFN-γ / ∆IL-10 oranı  

değerlerinin, ∆IFN-γ yanıtları ile benzer sonuçlarının olduğu saptandı. Ancak ∆IFN-γ 
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yanıtlarının ortaya çıkaramadığı, gecikmiş aşırı duyarlılık reaksiyonu olan plevral efüzyon 

varlığı ile ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranları arasında aynı yönde ve orta düzeyde bir korelasyon olduğu 

saptandı. 

 Literatürde, tedavi sonrası sitokin yanıtlarının düştüğünü gösteren çalışmalar [120] ve 

tedavi ile sitokin yanıtlarının yükseldiğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır [121,122]. Bu 

çalışmada 6-17 günden fazla süredir tedavi alanların ∆IFN-γ ve ∆IL-10 yanıt ortalamaları 

daha düşük bulundu. IFN-γ / IL-10 oranları arasında tedavi sürelerine göre ortalamalar 

arasında anlamlı bir fark bulunmadı. Ancak bu sonuçlar tedavilerinin farklı günlerindeki 

hastalardan bir kez alınan kan örnekleri ile elde edildiği için rastlantısal olabilir. Tedavi 

sürelerinin sitokin yanıtlarıyla olan ilişkileri, hastaların sitokin yanıtlarının tedavi öncesi ve 

tedavilerinin farklı dönemlerinde ölçülmesiyle elde edilebilir. 

 Klinik özellikleri farklı olan hastalara yapılan çalışmalarda IFN-γ yanıtlarının 

duyarlılığı %32 ile %78 arasında değişebilmektedir [118]. Farklı klinik özelliklerden 

etkilenen bu duyarlılık değişkenliğine son meta-analiz ve derlemelerde özellikle 

değinilmektedir. Hasta kliniğine bağlı duyarlılık değişkenlikleri IFN-γ deneylerinin kullanım 

alanlarını latent tüberküloz hastalığı tanısıyla sınırlandırmaktadır [119]. Özellikle tüberküloz 

hastalığının endemik olduğu ülkelerde hala yeterince yaygın olarak kullanılmamaktadır. IFN-

γ testlerinde ek olarak IL-10 gibi sıvısal ya da regülatör yanıtın göstergesi olan bir sitokinin 

ölçülmesi ve ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının anlamının belirtilmesi, bu testlerin duyarlılıklarını, 

özgüllüklerini ve prognostik değerlerini artıracaktır. 
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7.1. SONUÇ 

• Pet100/D-TOPO vektörüne klonlanan ESAT-6 geni DNA dizi analizi ile doğrulandı ancak 

BL21 (DE3) star E. coli suşunda SDS-PAGE ile saptanacak düzeyde protein ekspresyonu 

sağlanamadı. 

• 1 ml heparinize kan örneklerinde NO (Nitrik oksit) düzeyleri (∆IFN-γ değerleri 8000 pg’ın 

üzerinde olan hastalarda bile) saptanma sınırının altında bulundu. 

• Ni-NTA matriksine bağlanan proteinler,  %60 izopropanol içeren tamponla yıkandığında 

endotoksin düzeyleri 80 ile 160 kat azaldı. 

• PPD testinin duyarlılığının %65 olduğu ve sağlıklı bireylere uygulanmasının gelecekte 

yalancı PPD pozitifliklerine sebep olabileceği göz önüne alındığında; tüm kontrol grubunu 

PPD testi negatif bireylerden oluşturmak yerine IFN-γ değerleri yüksek ve toplumdaki 

tüberküloz prevalansına uygun oranda bir grubun dışlanması tercih edilebilir. 

• Tek başına IFN-γ yanıtlarının saptanması yalnızca hücresel yanıtı ölçebilmektedir. IL-10 gibi 

sıvısal ya da regülatör yanıtın göstergesi olan bir sitokinin ölçülmesi hastanın bağışık yanıt 

durumunu, klinik özelliklerini ve prognozunu yansıtabilmektedir 

• ∆IFN-γ ve ∆IL-10 yanıtları eşik değerleri bulunan tek yönlü değişkenler oldukları için eşik 

değerlere yakın düzeylerde (Örneğin; Nükseden tüberküloz hastaları çoklu kaviter lezyonu 

olan hastalar ve milier tutulumu olan hastalarda) anlamlarını yitiren verilere 

dönüşmektedirler. ∆IFN-γ / ∆IL-10 oranlarının saptanması yanıtsızlığın göreceli olarak 

anlamlandırılmasını sağlamakta ve tek başlarına sitokin ölçüm sonuçlarının dezavantajını 

ortadan kaldırmaktadır. 

• Prognostik değerleri olduğu bilinen radyolojik bulgular ile sitokin yanıtları arasında uyum 

olduğu saptandı. Kavite adedi ve enbüyük kavite çapının artması ile IL-10 yanıtları arasında 

aynı yönde ve orta düzeyde bir korelasyon olduğu saptandı. Kavite adedi ve kültür pozitifliği 

ile IFN-γ yanıtları arasında ise ters yönde ve orta düzeyde bir korelasyon olduğu saptandı. 

• Klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgular ile sitokin yanıtları tam olarak açıklanamamaktadır. 

Ancak sekel ve fibronodüler lezyonun bulunmasının IL-10 yanıtlarını azaltacak yönde, 

fibronodüler lezyon, plorezi ve kavite bulunmasının ise IFN-γ yanıtlarını azaltacak yönde beta 

katsayı değerlerine sahip anlamlı doğrusal regresyon ilişkileri saptandı. 
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• Hasta kliniğine bağlı duyarlılık değişkenlikleri, IFN-γ deneylerinin kullanım alanlarını latent 

tüberküloz hastalığı tanısıyla sınırlandırmakta ve özellikle tüberküloz hastalığının endemik 

olduğu ülkelerde hala yeterince yaygın olarak kullanılamamaktadır. IFN-γ testlerine ek olarak 

IL-10 gibi sıvısal ya da regülatör yanıtın göstergesi olan bir sitokinin ölçülmesi ve ∆IFN-γ / 

∆IL-10 oranlarının anlamının belirtilmesi, bu testlerin duyarlılıklarını, özgüllüklerini ve 

prognostik değerlerini artıracaktır. 
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