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OZET

Diinyada 6nemli bir problem olmaya devam eden tiiberkiiloz (TB)’un kontrolii ve
gelecekte eradikasyonu icgin etkili asilara, spesifik tani reaktiflerine; tedavisi icin de
alternatif immiin modiilator yaklagimlarin belirlenmesine ihtiyag vardir.

Calismamizda, TB asis1 i¢in aday peptidler olarak kabul edilen CFP-10 ve ESAT-
6’nin koruyucu immiin cevaptaki rolii ile TB’da lokal koruyucu immiin cevapta yer alan
sitokin ve monontikleer hiicrelerin etkinligi aragtirildi. Bu amagla TB plorezi (hasta grubu)
ve malign plorezili (kontrol grubu) hastalardan elde edilen plevral sivi mononiikleer
hiicreleri PHA, PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile edilerek intraselliiler ve ekstraselliiler
sitokin diizeyleri (IFN-y, IL-10, IL-13, IL-4) degerlendirildi. Ayrica hasta ve kontrol
gruplarinda plevra sivisi IFN-y, IL-12p40, IL-18, IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-13, sFas,
sFasL diizeyleri ile monontikleer hiicre oranlar1 arastirildi.

Plevra s1vist mononiikleer hiicrelerinin CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiilasyonu sonucu,
TB plorezi olgularinda ekstraselliiler ve intraselliiler IFN-y diizeylerinde, kontrol grubuna
gore belirgin artis oldugu, antienflamatuvar bir sitokin olan IL-10 diizeylerinin de arttig1
saptandi. TB plorezili hastalarda plevra sivist IFN-y, IL-12p40, IL-18, IL-8, TNF-a
diizeyleri, kontrol gruplarina gore yiiksek bulundu.

Elde edilen veriler 1s181nda TB’daki koruyucu immiinitede Th1 tipi spesifik hiicresel
immiinitenin primer yanit oldugu; ESAT-6 ve CFP-10"un TB plorezili olgularda bu yanitt
endiikledikleri; bu peptitlerin TB as1 preparasyonlarinda yer almalari sonucu koruyucu
etkinligi daha giiglii asilarin gelistirilebilecegi; ESAT-6 ve CFP-10’un yer aldig1 testlerden
BCG’ye bagh Tiiberkiilin pozitifligi ile dogal enfeksiyonun ayriminda ve 6zellikle TB un
endemik olmadig1 bolgelerde tanida yararlanilabilecegi; ayrica plevra sivisindaki IFN-y

diizeylerinin TB plorezi ve malign plorezi ayirimda kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Tiberkiiloz plorezi, Mycobacterium tuberculosis, ESAT-6,
CFP-10, sitokin
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SUMMARY

Evaluation of specific protective immune response in tuberculosis pleurisy

There are requirements for effective vaccines and specific diagnostic reagents to
control and eradicate Tuberculosis (TB) which remains an important health problem.
Alternative immunomodulatory approaches also needs to be developed for better
treatment of the disease.

In our study, the roles of ESAT and CFP-10, which are candidate peptides for new
TB vaccine preparations, and effectiveness of cytokines and mononuclear cells were
investigated to determine their involvement in local protective immune response. For this
aim, pleural fluid mononuclear cells obtained from TB pleurisy (study group) and malign
pleurisy or non-TB non-malign pleurisy (control groups) patients were stimulated with
PHA, PPD, ESAT-6 and CFP-10 prior to the measurement of intracellular and
extracellular cytokines (IFN-y, IL-4, IL-10 and IL-13). Additionally, the levels of IFN-y,
IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p40, IL-13, TNF-a, sFas and sFasL, and the proportional profiles
of mononuclear cell subsets in pleural fluids were evaluated.

As a result of stimulation of pleural fluid mononuclear cells with ESAT-6 and
CFP-10, extracellular and intracellular levels of IFN-y dramatically increased in TB
pleurisy cases when compared to control groups, and the levels of anti-inflammatory
cytokine IL-10 were also determined to be elevated. It was also shown that levels of
pleural fluid IFN-y, IL-8, IL-12p40, IL-18, TNF-o and sFasL were significantly higher in
the patients with TB pleurisy in comparison to control groups.

In the light of the data obtained in our study it can be suggested that Thl type
specific cellular immunity is the primary response responsible for protective immunity in
TB; that more potent vaccines may be developed by including ESAT-6 and CFP-10 in
new vaccine preparations since these peptides induce protective response providing self-
control of TB pleurisy; that diagnostic tests using ESAT-6 and CFP-10 could be used to
distinguish natural infection from Tuberculin test positivity due to previous BCG
vaccination and to diagnose TB in the regions where TB is not endemic; and additionally,
that the measurements of pleural fluid IFN-y levels might be used to differ TB pleurisy
and malign pleurisy.

Key Words: Tuberculous pleurisy, Mycobacterium tuberculosis, ESAT-6, CFP-
10, cytokine
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), diinya niifusunun 1/3’iiniin Mycobacterium tuberculosis (MTB)
ile enfekte olmasi, her y1l 8 milyon kiside aktif hastalik gelismesine ve 2 milyondan fazla
kisinin 6liimiine yol agmasi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olmayi siirdiirmektedir.

Diinyada yaygin olarak kullanilmakta olan Bacille Calmette Guérin (BCG) asisinin
koruyucu etkinligi degisik calismalarda % 0-85 arasinda bulunmustur. Cok degisken
etkinligi ve immiin yetersizligi olan konaklarda hastaligin ortaya ¢ikma riski nedeniyle
canli ag1 BCG’nin kullanimi hala tartigmalidir.

TB tanisi i¢in kullanilan piirifiye protein derivesi (PPD), hem sekrete edilen hem de
somatik mikobakteriyel antijenlerden olugsmus ham ve iyi tanimlanmamis bir karigimdir.
Insanlarda ve sigirlarda in vivo deri testi reaktifi olarak uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. PPD, TB basili kompleksinde (M. tuberculosis, M. bovis ve M.
africanum) yer alan patojen mikobakteriler, ¢cevresel tiiberkiiloz-dis1 mikobakteriler, BCG
as1 suslar1 gibi birgok mikobakteriyel antijenleri icerir. PPD’ye verilen yanit, mikobakteri
ile etkilesimin oldugunu bize gostererek TB’un tanisinda yardimci olmakla birlikte, MTB
enfeksiyonunu, BCG asilamasindan ve c¢evresel tiiberkiiloz-dis1 mikobakterilerden ayirt
etme de genellikle yetersizdir.

Bu nedenle, TB’un etkili kontrolii ve gelecekte eradikasyonu icin etkili asilarin,
spesifik tant reaktiflerinin gelistirilmesine; tedavi i¢in alternatif immiin modiilator
yaklagimlarin belirlenmesine acil olarak ihtiya¢ vardir. Ayni zamanda, MTB’a karsi
olusan koruyucu immiin cevabin hiicresel ve molekiiler temellerinin anlasilmasi yeni
asilarin tasarlanmasinda son derece 6nemli destekler saglayabilir.

TB plorezi, MTB’e kars1 gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucu olusan
plevral efiizyon olarak tanimlanabilir. Enfeksiyona karsi giiglii immiin cevabi olan TB’lu
hastalarin ¢ogunda kemoterapi verilmeksizin plevral efiizyonun ortadan kalktig1 goriiliir.
Bu nedenle TB plorezi, plevral aralikta MTB’e karsi gelisen hiicresel immiin cevabi
degerlendirmek agisindan iyi bir model olusturur. TB plorezide plevral sivi, immiin
reaksiyonda rol alan ve gesitli sitokinler salgilayan hiicrelerin plevral aralifa gé¢ etmesi
nedeniyle bir¢ok sitokini igerir.

TB plorezide lokal immiin cevabin anlasilmasi, TB’un farkli klinik formlarinda
gelisen immiinitenin belirlenmesine; yeni antijenlere kars1 koruyucu immiin cevabin ortaya
konmasi da yeni jenerasyon TB asilarinin ve yeni tani reaktiflerinin gelistirilmesine

yardimci olabilir.



Calismamizda, TB asis1 i¢in aday peptidler olarak kabul edilen ESAT-6 ve CFP-
10’un, plevra sivisi sitokin ve mononiikleer hiicrelerinin lokal koruyucu immiin yanittaki
rolleri arastirildi. Bu amagla bu peptidlerle stimiile edilen plevra sivisi mononiikleer
hiicrelerinin intraselliiler ve ekstraselliiler sitokin diizeyleri ile plevra sivisi sitokin

diizeyleri ve mononiikleer hiicre oranlari tespit edildi.



2.GENEL BIiLGILER

TB, insanlik tarihinin ilk ¢aglarindan beri bilinen en eski hastaliklarindan ve en
onemli saglik problemlerinden biridir. Insanlarn ilk yerlesik topluluklari olusturmas: ve
sigirlart evcillestirmeleriyle birlikte mikobakterilerle karsilasmaya bagladiklar1 tahmin
edilmektedir. MO. 5000 yilindaki neolitik ¢aglara ait vertebra kemik parcalarinda ve M.O.
2400 yilma ait Misir mumyalarinin omurgalarinda TB hastaligin1 belirleyen bulgular
saptannugtir. TB’a ait en carpict kanita M.O. 700 civarinda yasayan sekiz yasindaki, Inka
erkek cocugu mumyasinda rastlanmis olup; mumyanin omurga grafisinde Pott hastaligina
ait bulgular saptanmis ve lezyon yaymalarinda aside direngli basiller goriilmiistiir (1).

Hippocrates (M.O. 460-370) tarafindan bu hastalik, erime tiikenme anlamina gelen
“phthisis” (verem) olarak isimlendirilmistir (2). Hastaligin bulasict olduguna dair ilk
kuskular, XVI. yiizyilin baslangicinda Fracastero tarafindan ileri stirilmistir (3).
Vesalius (M.S.1478), phthisis’li hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin bulundugunu
bildirmistir. ~ Sylivus (1614-1672) TB’dan Olen hastalarin akcigerlerinde kiigiik sert
nodiillerin bulundugunu gostererek bunlari tiiberkiil olarak isimlendirmistir. Hastaligin
kavranmasinda XIX. yiizyill ¢ok onemli bilimsel gelismelere sahne olmustur; Fransiz
hekimi Leannec o zamana kadar ayr1 birer antite zannedilen TB’a ait ¢esitli lezyonlarin
aslinda ayn1 hastaligin degisik anatomopatolojik sathalar1 oldugunu belirlemistir (4). Bir
baska Fransiz hekimi Villemin 1865 yilinda TB’lu hastalarin kavitelerinden alinan
materyali tavsanlara inokiile ederek TB gelistigini ve hastaligin enfeksiyoz tabiath
oldugunu gostermistir (2, 5). Robert Koch (1843-1910), TB basilini 1882 yilinda izole
etmis; 1884 yilinda kiiltiiriinii yapip, kiiltlir bakterileri ile deney hayvanlarinda TB
olusturabilecegini kanitlamig; 1890 yilinda “old tiiberkiilin”i hazirlayarak, TB’lularda geg
tipte asirt duyarliligi, bagisikligr ve kendi adiyla anilan “Koch Fenomeni™ni agiklamistir.
Tiberkiilinin terapotik degerinin olmadigi sonradan anlasilmasina ragmen, deri testi olarak
MTB ile enfekte kisilerin saptanmasinda 6nemli gdsterge oldugunun ortaya konmasi; 1905
yilinda Koch’a Nobel odilini kazandirmistir (1).  Calmette ve Guérin isimli
arastirmacilar, 1921 yilinda Fransa’da ateniie M. bovis susundan kendi isimleri ile anilan
BCG asisin1 gelistirmisler ve bu as1 II. Diinya Savasi’ndan sonra tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmistir. Seibert, 1930’lu yillardan sonra old tiiberkiilini saflagtirmis ve elde
edilen PPD ile TB enfeksiyonunun varligi saptanmaya ¢alisilmistir.

TB, tedavi edilebilir olmasina ragmen bulasici hastaliklar i¢inde en ¢ok dldiiren;

kontrol altina alinabilir olmasina ragmen giderek yayginlasan; anti-tiiberkiilo ilaglara



direng kazanmasi nedeniylede ilaca direncgli hale gelebilen 6zellikleri nedeniyle diinyadaki
en onemli enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Diinya niifusunun 1/3’i (6), yaklasik 2
milyar insanin TB basili ile enfekte oldugu bildirilmektedir. Diinyadaki yeni TB
olgularinin sayist sosyo ekonomik durum ile paralellik gostermekte; en yiiksek insidans
Afrika, Asya ve Latin Amerika gibi iilkelerde goriilmektedir (7). Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’niin verilerine gére hergiin 25 bin insan aktif tiiberkiiloza yakalanmakta ve 5 bin
insan TB nedeniyle 6lmektedir. Tiim diinyada 20 milyondan fazla TB hastasi1 bulunmakta;
buna her yil yaklasik 9 milyon yeni hasta eklenmekte; TB her yil 2 milyondan fazla insanin
Olimiine neden olmaktadir. Tiim diinyadaki mevcut hastalarin %95°i, TB 6liimlerinin %
98’1, gelismekte olan iilkelerde meydana gelmektedir (8).

TB, yirminci ylizyilin 2. yarisindan itibaren kontrol altina alinmaya baslanmus,
cicek hastalig1 gibi ortadan kalkacagi zannedilmis ve ciddi olarak ihmal edilmistir. Ancak
1985 yilindan sonra ortaya ¢ikan epidemilerle, gelismis lilkelerdeki TB insidansi gozardi
edilemeyecek bigimde artmistir. TB kontrol programlarinin etkinliginin azalmasi; hastalik
icin blitceden daha az para ayrilmasi; arastirmalarin durdurulmasi; TB insidansi yiiksek
tilkelerden gelismis iilkelere gelen goclerin yayginlasmasi; TB i¢in onemli risk faktorii
olan insan immiinyetmezlik virusu (Human immunodeficiency virus; HIV) epidemisinin
1980’lerde ortaya ¢ikisi; ¢ok ilaca direng sorunu; hastane ve laboratuvar enfeksiyonlarinin
artmasi; Ozellikle zeminde baska bir patolojisi bulundugunda ciddi ve kisa siirede 6liimle
sonlanabilen enfeksiyonlara yol agmasi ve MTB disindaki atipik mikobakterilerin eskisine
oranla daha sik hastalik olusturmaya baslamalari hastaligin yayilmasina sebep olan baslica
nedenlerdir.

TB’un etkili kontrolii ve gelecekte eradikasyonu son derece dnemlidir. Bu nedenle
hastaligin patogenez ve immiinolojisinin ¢ok iyi anlagilmasina, tanisinin ¢abuklastiriimasi
ve kolaylastirllmasina, direng testlerinin hizlandirilmasina, daha etkin yeni asilarin
gelistirilmesine, yeni tedavi edici ajanlarin bulunmasina ve etkili siirveyans ¢alismalarina

ihtiyag vardir.

2.1. Mikobakteriler

Mikobakteriler 0,2-0,5 um eninde, ortalama 1-4 pm uzunlugunda basillerdir. Tek
tek, kiiciik zincirler veya demetler halinde bulunurlar. Kiiltiirden hazirlanan preparatlarda
kokoid ve filamant6z formlarda goriilebilirler. Hareketsiz sporsuz, kapsiilsiiz ¢omaklardir.

Endo ve ekzotoksinleri yoktur. Ailenin tek genusu Mycobacterium’dur (Tablo-1).



Tablo-1: Mikobakterilerin siniflandirmasi

Alem : Prokaryot (Bakteri)

Boliim : Firmicutes

Smif  : Actinobacteria

Takim : Actinomycetales

Aile  : Mycobacteriaceae

Genus : Mycobacterium

Tiir : M. tuberculosis

Hiicre duvar yapilari, diger bakterilerinkinden oldukga farklidir; duvarin kuru
agiriginin %60 kadarimi lipid olusturur. Igerdigi yiiksek lipid miktari, bakterinin dis
etkenlere karsi direncini artirir.  Ayni zamanda Gram ve diger basit yontemlerle
boyanmasini engeller. Boyalarin bakteri i¢ine penetre olabilmeleri i¢in boyama islemi
sirasinda preparatin 1sitilmasi gerekir; uzun siireli sicaklik uygulamasi ile anilin boyalariyla
boyanirlar. Boyandiktan sonra alkol ve asitle dekolorize edilemezler. Bu nedenle asido
rezistan Dbakteriler (ARB) veya asido-alkolo rezistan bakteriler (AARB) olarak
isimlendirilirler. Ehrlich Ziehl-Neelsen (EZN), bakterinin bu &zelliklerine dayanilarak
gelistirilen ve pratikte en yaygin olarak kullanilan boyama yontemidir. Bu yoOntem ile
boyanan basiller mikroskop altinda kirmizi renkte zincirler seklinde veya kiimeler halinde

goriiltirler (Resim 1). Bazen de L,X,V harfi goriiniimii alirlar. (3).

Resim-1: Ehrlich Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile MTB’in mikroskobik

goriiniimii



Lowenstein-Jensen besiyeri gibi 6zel besiyerlerinde 4-8 hafta arasinda, diizensiz (R

tipi) koloniler meydana getirerek iirerler (Resim 2).

Resim-2: Lowenstein-Jensen besiyerindeki R tipi MTB kolonileri

Son yillarda gelistirilen otomatize sistemler, bakterinin sivi besiyerindeki
iiremesini radyometrik olarak saptayarak; bu siireyi 1-2 haftaya kadar kisaltmistir (9).

Giiniimiizde 74 civarinda mikobakteri tiirii tanimlanmistir.  Bunlarin 25 kadari
insan, bir kism1 hayvan patojenidir; digerlerinin ise saprofit olabilecegi diisiiniilmektedir.
Tablo 2°de insanlarda patojen olan belli bash tiirler ve 6zellikleri gosterilmistir. MTB,
hastalik yapma potansiyeli ve halk sagligi ile yakin iligkisi nedeniyle cinsin en 6nemli
iyesidir (10).

Mikobakteriler; karanlikta veya 1sikta pigment olusturmalari, iireme hiz ve
sicakliklari, koloni morfolojileri gibi Ozellikleri esas alinarak 1950°li yillarda Runyon
tarafindan 4 grupta siniflandirilmistir. Bu siniflama taksonomik bir siniflama olmamasina
ragmen pratik olmasi sebebiyle giinlimiizde de kullanilmaktadir.

Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbiri ile yakin iliskili
tirler “kompleks” bashgr altinda toplanmaktadir. M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum
ve M. microti “tiiberkiiloz basili kompleksi olarak isimlendirilmektedir. Bunlarin disinda
kalan mikobakterilere “ tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler ” veya * atipik mikobakteriler
denmektedir (10). Bunlar dogada, toprakta ve suda bolca bulunurlar, insandan insana
gecisi son derece nadirdir, gogu patojen degildir; insanda ender olarak hastalik olustururlar;

immiin sistemi zayiflamis konakta ise ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler (11).



Tablo-2: insanlarda patojen olan mikobakteri tiirlerinin simiflandiriimasi (10)

Tiir

Patojenite

M.tuberculosis Kompleks

M. tuberculosis
M .leprae

M: africanum
M. bovis

M. ulcerans

Kesin patojen
Kesin patojen
Kesin patojen
Kesin patojen

Kesin patojen

Runyon Grup I (Yavas iireyen fotokromojenler)

M. kansasii
M. marinum
M.simiae
M.asiaticum

M. intermedium

Genellikle patojen
Genellikle patojen
Genellikle patojen
Genellikle patojen

Bazen patojen

Runyon Grup II (Yavas iireyen skotokromojenler)

M.szulgai
M.sucrofulaceum
M. xenopi
M.lentiflavum

M: interjectum

Genellikle patojen
Bazen patojen
Bazen patojen
Bazen patojen

Bilinmiyor

Runyon Grup III (Yavas iireyen non-kromojenler)

. avium

: intracellulare
. genavense

. haemophilum
. malmoense

. shimoidei

. celatum

< T £ XX XEEKE

. branderi

Kesin patojen
Kesin patojen
Kesin patojen
Genellikle patojen
Genellikle patojen
Bazen patojen
Bazen patojen

Bazen patojen



Runyon Grup IV (Hizh iireyenler)

M. fortuitum Bazen patojen
M. chelonae Bazen patojen
M. abscessus Bazen patojen
M. mucogenicum Bazen patojen
M. peregrinum Bazen patojen

2.1.1. Hiicre Yapisi

Mikobakteriler, bir plazma zari ile smirlanan sitoplazma ve bunu ¢evreleyen
lipidden zengin kompleks bir hiicre duvarina sahip prokaryotik hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda ¢ift sarmalli tek DNA igceren, membrana bagli olmayan, siki sikiya
paketlenmis tek bir kromozom; ayrica bazi plazmidler bulunur.

Sitoplazmik Zar

Mikobakteriler ile yapilan elektron mikroskobi caligmalari, sitoplazmik zarin iki
tabakali bir yapiya sahip oldugunu gostermistir. Sitoplazmik zarin yapisinda
karbonhidratlar, fosfatidil inositol mannozitler, lipoarabinomannan (LAM) ve kardiyolipin,
fosfatidiletanolamin, agillenmis monofosfoinositoller gibi lipidler bulunur (12).

Hiicre Duvari

Mikobakterilerin hiicre duvart son derece kompleks bir yapiya sahiptir; yiliksek
oranda lipid igerir (13). Kuru agirliginin %60 kadarini lipid olusturur. Duvar yapisinin ana
iskeletini peptidoglikan (miirein) olusturur; Bu yapiya arabinogalaktan molekiilleri
fosfodiester baglar1 ile baglanir, ucunda da mikolik asitler yer alir. Mikolik asitler degisik
lipid, glikolipid ve bazi proteinler ile sonlanir (Sekil-1), (14).

Peptidoglikan tabakasi kisa peptid zincirleri, ¢apraz baglarla sikica baglanan uzun
polisakkarit zincirlerini igerir ve hiicrenin sert yapisini saglar. Bu tabakanin disinda
Peptidoglikan tabakasinin {izerinde arabinoz ve galaktozdan olusan dallanmis polisakkarit
yapiya sahip arabinogalaktan tabakasi bulunur. Arabinogalaktan tabakasi peptidoglikana
fosfodiester baglari ile baglanir. Arabinogalaktan molekiillerinin yan zincirindeki arabinaz

uclarinda mikolik asitler yer alir.



Sekil-1: Hiicre duvar yapisinin sematik goriiniimii; (A) plazma membrani, (B)
peptidoglikan, (C) arabinogalaktan, (D) LAM, (E) plazma membrani ve hiicre duvarinda
yer alan proteinler, (F) mikolik asitler, (G) mikolik asitler ile iligkili glikolipid yiizey
molekiilleri (14).

Mikolik asitler yiiksek molekiil agirliga sahip a-alkil, B-hidroksil yag asitleridir;
hiicre duvar kalinligindan ve biiylik oranda da hiicrenin aside direngli olmasindan
sorumludurlar.  Ayrica mikolik asitler, CD1 molekiilleri araciligir ile yardimci T
lenfositlerine (Th) sunulan bilinen ilk antijenlerdir. Bdylece konagin mikroorganizmaya
kars1 immiin cevabimi etkilerler. Buna karsilik serbest komplemanin baglanmasini
engelleyerek opsonizasyonu ve fagositozu onlerler (15). Mikolik asitler bakteri hiicresinde
kord faktdor veya arabinogalaktana bagli ester halinde bulunurlar. En dis tabaka ise
mikozid adi verilen bir grup heterojen peptidoglikolipid ve fenolik glikolipidlerden
olusmustur.

Sitoplazmik membrandan baslayip duvar boyunca yer aldig1 kabul edilen 6nemli
bir lipid molekiilii de LAM’dir. Hiicre membraninin fosfolipidine bagli arabinoz ve
mannandan olugmus; patojen tiirlerde baskin bir mikobakteri antijenidir. Konak immiin

yanitinda 6nemli oldugu, makrofajda bakterinin yasamini siirdiirmesine yardimci oldugu

kabul edilmektedir (14, 16).



Kapsiil

Konak hiicre igerisinde mikobakterilerin etrafi elektron transparan bir kapsiil ile
cevrilidir. Bu madde in-vitro sartlarda iiretilen basillerin etrafinda klasik mikroskobik
inceleme ile gosterilemez. Ekstraksiyon galismalar ile kapsiiliin polisakkarit, proteinler ve
az miktarda lipidden olustugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kapsiile ait
elemanlarin patojenitede rol oynadigi; bazi kapsiiler glikanlarin bakterinin konak hiicreye
adezyon ve penetrasyonunda gorev aldigi; sekrete edilen veya yiizeyde eksprese edilen
baz1 enzimler ve transporterlerin intraselliller ¢ogalmada etkili olduklar1 gosterilmistir.
Kapsiil igerisinde endiiklenebilir proteazlar ve lipazlarin bulundugu; sekrete edilen ve
kapsiilde lokalize olan enzimlerin oksijen radikallerini detoksifiye ettigi; kapsiilde bulunan
toksik lipidlerin ve temas ile aktive olan diger litik maddelerin makrofaj aktivasyonunu ve
lenfosit proliferasyonunu engelledigi de saptanmugtir (13, 16).

2.1.2. Antijenik Yapi

Mikobakteriler antijenik yap1 6zelligi gosteren pek cok protein ve seker igerirler.
Monoklonal antikorlar (MoAb)’lar ve problar kullanilarak MTB’de c¢ok sayida antijenik
yapt (7-8 bin kadar protein) bulundugu saptanmistir (17). MTB’in tanimlanmasindan
dokuz y1l sonra Koch (1891), bakteriyi gliserollii siv1 besiyerinde 8 hafta enkiibe ettikten
sonra 1s1 ile inaktive ederek tiiberkiilini tanimlamis ve bunu tedavide kullanmay1
amaglamistir. Ancak daha sonra bu maddenin sadece tani amaciyla kullanilabilecegini
anlagilmistir. Dogal olarak karisik yapiya sahip olan bu {iriin daha sonra Séibert ve
Munday (1932) tarafindan kiiltiir filtratinin amonyum siilfat presipitati seklinde piirifiye
edilmis ve PPD olarak isimlendirilmis, ileri standardizasyonu ile de PPD-S kullanima
girmistir (12, 16).

Antijenler sitoplazmada, hiicre membraninda, hiicre duvarinda ya da hiicreyi
cevreleyen ortama sekrete edilmis halde bulunurlar. Sitoplazma antijenleri otoliz veya
mekanik hasar sonucu salinana kadar sitoplazmada bulunurlar ya da canli hiicreler
tarafindan aktif olarak sekrete edilirler.

MTB’in en 6nemli antijenik yapilar1 arasinda lipoproteinler, 1s1 soku proteinleri
[heat-shock protein 60 (hsp60) ve hsp70], antijen 85 (Ag85), MPT64, MPB70, LPPX,
culture filtrate protein-10 (CFP-10) ve early secretory antigenic target-6 (ESAT-6) gibi
sekrete edilen antijenleri ve LAM, HbhA, OmpA gibi hiicre duvar yapisinda bulunan

antijenleri yer alir (18).
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M. tuberculosis’in sekrete edilen antijenleri

Is1 soku proteinleri (hsp) mikobakteriyel enfeksiyonlar sirasinda olusan T hiicre
cevabinda 6nemli rolleri bulunan proteinlerdir. Hiicre i¢inde, biitiinliikleri korunacak diger
protein molekiilleri ile kolayca birlesirler ve islevleri bitince de ayrilirlar. Boylece onlarin,
fonksiyon yapacaklar1 yere kadar deforme olmadan tasinmalarina ve membranlardan
gecmelerine yardimer olurlar. Polipeptid katlanmalarinin agilmasini, oligomerik protein
komplekslerinin biitiinlesmesini ve bu biitiinlesmenin ¢6ziilmesini saglarlar (19, 20). En
etkin hsp’ler arasinda, DnaK/hsp70, GroEL/hsp60 ve GroES/hspl0O sayilabilir.
DnaK/hsp70, TB ile enfekte hayvanlarda T ve B hiicre cevabina yol acan giiglii bir
antijendir (21). GroEL/hsp60, MTB ve M. leprae’nin sitozoliinde, hiicre duvarinda ve
kiiltiir filtratinda bulunan iyi tanmimlanmis bir T hiicre antijenidir (17, 22-24).
GroES/hsp10, T hiicre cevabini stimiile etme yetenegindedir.

Antijen 85B (Ag85B) mikobakterilerin kiiltiir filtrat proteinlerinde ve hiicre duvar
ekstraktlarinda biiylik miktarlarda tespit edilebilen Ag85 kompleksine ait olan sekrete
edilebilen mikobakteriyel bir proteindir. Ag85B, BCG ile asilanmis kisilerde ve MTB ile
karsilagmig saglikli kisilerin ¢ogunda interferon-y (IFN-y) sekresyonunu ve T hiicre
proliferasyonunu endiikler (25).

19kD lipoprotein Gram-pozitif ve Gram negatif bakterilerde bulunan prokaryotik
lipoproteinler ailesinin bir iiyesidir. Enfeksiyonun erken déneminde, mikrobisidal ve dogal
immiin fonksiyonlarin aktive edilmesine Onciiliik ettigi belirlenmistir. ~ Makrofaj
enfeksiyonundan sonraki asamalarinda ise Toll benzeri reseptor-2 (Toll like receptor-2;
TLR-2) aracilig ile antijenin islenmesi ve MHC-sinif Il ekspresyonunun inhibe edilmesini
sagladigi; MTB antijenlerinin sunulmasin1 engelledigi; T hiicreleri tarafindan taninmasini
azalttigr ortaya konmustur (14). 19kD lipoprotein’in notrofilleri aktive edebildigi ve
makrofajlardan Thl tipi sitokin olan IL-12’nin salimmmini endiikleyebildigi de
gosterilmistir (2). Ayrica dendritik hiicre matlirasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (14).
Dendritik hiicre matiirasyonunu stimiile MTB, makrofaj ya da diger fagositik hiicrelere
girdiginde, bu yiizey ile iliskili protein, TLR-2 ile iliskiye girerek konakta hiicre i¢i
sinyalizasyona sebep olur (26). CD83, MHC-smif II molekiilleri, CD80, CD86, CD54 ve
CD58’in  artmig ekspresyonu ve CD32 ekspresyonunun ve endositik aktivitenin
azalmasiyla oOlgiilebilen TLR-2 araciligi ile dendritik hiicre maturasyonunu stimiile ettigi
gosterilmigtir. Ayrica yine TLR-2 araciligr ile MHC-sinif II antijen islenmesi ve MHC-
siif II ile sinirli CD4+ T hiicrelerin antijen taninmasinda azalma ile sonuglanan, HLA-DR

ekspresyonunu azaltarak makrofajlarda IFN-y reseptor sinyalini inhibe ettigi gosterilmistir.
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MPT64 MTB kompleksi tarafindan salgilanan 23 kDa agirliginda bir proteindir.
MTB ile enfekte hayvanlarda kutan6z geg (hiicresel) tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarini ve
T hiicre cevaplarini endiikler (27, 28).

MPB70 M. bovis’in giiglii serodominant antijenidir. MTB i¢in homologu MPT70
olarak isimlendirilir. Enfeksiyon sirasinda hiicresel immiin cevaplari, M.bovis ile enfekte
sigirlarda geg¢ (hiicresel) tip asir1 duyarlilik reaksiyonunu stimiile eder. Kiiltiir ortaminda
virulan M. bovis suslar1 tarafindan bol miktarda; Pasteur, Copenhagen, Glaxo firmalarinin
MTB ve M. bovis BCG suslarinda diisiitk miktarlarda iiretilir. Kiiltiirdeki ekspresyon
farkliliklarina ragmen hem M. bovis’te hem de MTB’de enfeksiyon sirasinda MPB70’e
kars1 gii¢lii bir immiin cevap olusur (29).

LPPX sekrete edilen 24 kDa’luk lipoproteindir. MTB kompleksine ve M. leprae‘ya
spesifik bir antijendir (30).

1996 yilinda Mahairas ve arkadaslari tarafindan MTB genomunda “region of
deletion-1, 2, 3” RDI1, RD2 ve RD3 olarak belirlenen, ii¢ farkli genomik bolge identifiye
edilmistir. Takiben RD1 bdlgesinde yeralan, hiicre kiiltlir ortaminda aktif olarak sekrete
edilen immiinodominant ve koruyucu immiinitede yer alan Onemli proteinler ortaya
konmustur. Fazla miktarlarda salinan bu proteinlerin, antijen sunan hiicrelerce alinip
islenebilen ve T lenfositlerine kolayca sunulabilir nitelikte oldugu anlasilmistir (31). BCG
as1 susunda ve MTB disindaki mikobakterilerde bulunmayan bu proteinler, yeni as1 ve
diyagnostik testler icin umut vaat etmektedir. RD1 iirlinleri igerisinde MTB’e spesifik iki
onemli sekretuvar protein; ESAT-6 ve CFP-10 yer almaktadir.

ESAT-6 temel olarak patojen mikobakterilerde, MTB kompleksinin iiyelerinde

(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) ve M. leprae’de bulunan diisiik
molekiiler agirliga sahip bir proteindir. ESAT-6’y1 kodlayan gen bolgesi patojen
mikobakterilerde bulundugu halde BCG suslarinda gosterilememistir (32-34). Bu
proteinin TB hastalarinda, periferik kan mononiikleer hiicre (PBMC)’lerini bol miktarda
IFN-y salinim igin tetikledigi belirlenmistir. TB hastalarinin hem BCG ile agilanmis hem
de M. avium ile enfekte kisilerden ayirici tanisinda yararli oldugu kabul edilen bir
molekiildiir (34).

ESAT-6 ile ortak bazi 6zellikleri bulunan diger antijen 10 kDa agirhi§indaki CFP-
10°dur. Her iki antijende RD-1 bdlgesinde ayni operon i¢inde kodlanan kiigiik molekiiller
olup; TB hastalarinda benzer oranlarda (%60) saptanan ¢ok giiclii T hiicre antijenleridir

(34).
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TB disindaki mikobakterilerde bulunmamalar1 nedeniyle ESAT-6 ve CFP-10 hem
as1 ve diyagnostik testler i¢in umut vaat etmekte hem de duyarh kisilerde koruyucu
immiinitenin mikobakteriye kars1 nasil savastifini anlamamiza yardimci olmaktadir.
Yapilan ¢alismalar ESAT-6 ve CFP-10’un TB’a kars1 gelisen spesifik immiinitenin hedef
molekiilleri oldugunu ve TB’daki T ve B hiicrelerinin immiinodominant epitoplarinin bir
cogunda bu molekiillerin yer aldigini gostermistir (31, 35).

Dogal immiinitenin modiilasyonunda da bu molekiillerin bircok asamada etkili
oldugu belirlenmistir. Proenflamatuvar ve mikrobisidal kapasiteye sahip olan makrofajlar,
MTB enfeksiyonunun kontrol altina alinmasinda son derece Onemli hiicrelerdir.
Makrofajin bu konudaki basarisizligi, bu hiicrelerin giivenli bir sigmak olarak
kullanilmasina yol agar; bakteri kontrolsiiz bir sekilde yayilir ve hastalik olusur. MTB’a
kars1 savastan sorumlu en 6nemli molekiiller, proenflamatuvar bir sitokin olan TNF ve
endiiklenebilen nitrik oksit sintaz (iNOS) ile olusturulan serbest radikal nitrik oksit
(NO)’tir. ESAT-6 ve CFP-10’un makrofajlara etkili bir sekilde baglanabildikleri, TNF
salimimini endiikleyebildikleri ve NO sentezini regiile edebildikleri gosterilmistir (36).

DC’ler, primer immiin cevap sirasinda naif T lenfositlerinin aktivasyonundan
sorumlu, en gii¢lii antijen sunan hiicrelerdir. Kemik iligi I6kosit prekiirsorlerinden
farklilasan immatiir DC’ler, antijen yakalamak iizere programlanmis olup ve diisiik
diizeylerde MHC ve T hiicre kostimiilator molekiilleri tasirlar. Cesitli stimiilanlarla
temastan sonra MHC ve kostimiilator molekiillerinin artistyla matiirasyona ugrarlar ve
etkili T hiicre stimiilatorleri haline gelirler. Yapilan ¢aligmalarda, CFP-10 ve ESAT-6’nin
kemik iligi prekiirsor hiicrelerini DC’lere farklilastirdig1 gosterilmistir. DC’ler CFP-10 ile
uyarildiginda, IL-12 ve IFN-y gibi proenflamatuvar Thl tipi sitokinlerin ve ayni zamanda
anti enflamatuvar Th2 tipi sitokin olan IL-10‘un salimimimi endiiklendigi gosterilmistir.
CFP-10 ile matiire edilmis DC’lerin, CFP-10-spesifik T hiicrelerin proliferasyonunu
sagladig1 ve bu hiicreleri daha ¢ok IL-2, IFN-y ve ¢ok diisiik miktarda da IL-10 salinimi
icin aktive ettigi gosterilmistir (35).

Mast hiicreleri (MC), akcigerde bulunmalar1 ve proenflamatuvar cevabi uzun siire
koruma kapasiteleri nedeniyle mikobakterilere karsit konak savunmasinda ¢ok dnemli bir
role sahiptir. Bu nedenle MC artis1 ve enfekte hayvanlarin akcigerindeki degraniilasyon
MTB enfeksiyonunun ¢ok erken asamalar1 sirasinda gozlenmektedir (35). Munoz ve
arkadaslar1 (37) tarafindan yapilan bir c¢alismada MC’nin, mikobakteri ve sekrete
antijenleri ile direkt iligskiye girdikleri ortaya konmustur. Bu calismada mastosit hiicre

dizisi ve primer MC histamin, TNF ve IL-6 salinimi i¢cin MTB ile stimiile edilmis; bu
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etkinin anti CD48 Ab’lariyla anlamli olarak bloke edildigi ve glikozil fosfoinositol (GPI)
zincirine sahip CD48’in MTB tanimmmasindan sorumlu ana MC reseptorii oldugu
gbozlenmistir. Ayrica ilging olarak hem ESAT-6 hem de CFP-10’un, MC tarafindan
proenflamatuvar mediyatorlerin saliniminina giiclii bir sekilde sebep oldugu, bu sekretuvar
proteinlerin MTB aracili MC aktivasyonunda 6nemli bir rol oynayabilecekleri ortaya
konmustur.

ESAT-6 ve CFP-10, histamin ve TNF gibi proenflamatuvar mediyatdrlerin salinimi
icin makrofajlar, DC, MC’ni aktive ederek ve MTB sekretuvar Ag (MTSA)-spesifik Thl
hiicrelerinin IFN-y iiretmelerini desteklemek i¢in DC matiirasyonunu ve farklilagmasini
endiikleyerek koruyucu immiinitenin olusumunda da rol alirlar. Diger taraftan MTB
tarafindan aktif olarak sekrete edilen bu proteinler, mikobakterilerin immiin cevaptan
kagisindan ve duyarli kisilerde hastaligi takip eden komplikasyonlarin gelisiminden de
kismen sorumlu olabilirler. Bu etkiyi saglayan mekanizmalara, MTB-spesifik Thl
cevabinin optimal endiiksiyonu i¢in DC kapasitesinin zayiflatilabilmesi, makrofajlarin NO
tiretimi ve B7.1 ekspresyonunu asagi ¢ekilmesi de eklenebilir (35).

Hiicre Yiizey Antijenik Yapilar

Mikobakteriyel hiicre duvar1 ve plazma zari, sadece bu bakteride bulunup diger
bakterilerde bulunmayan bir¢ok protein, lipid ve karbonhidrat i¢geren kompleks bir yapidir.

LAM, MTB hiicre duvarinin en 6nemli komponenti olan, tekrarlayan arabinoz-
mannoz disakkarit subiinitlerinden olusan bir glikolipid kompleksidir (38).  Fare
makrofajlariin bulundugu kiiltiir ortamina, LAM eklenmesiyle, IFN-y iiretimi baskilanir,
IFN-y’y1 endiikleyen gen ekspresyonunun bloke edilmesi ile olay tersine doner. LAM,
oksijen radikallerini ortamdan uzaklastirir ve konaga ait protein kinaz C’yi aktive eder. Bu
sekilde, respiratuvar patlama gibi 6ldiiriicii olaylardan bakteriyi korur (39).

HbhA, viriilan mikobakterilerin yilizeyinde bulunan heparin baglayan hemagliitinin
proteinidir. Bakterinin epitelyal hiicrelere tutunmasinda aracilik eder, MTB ve M.
avium da bulunur; kompleman komponentlerinden C3’e baglanabilir (40).

Porin benzeri protein olan OmpA, MTB H37Rv’de bulunmustur. Porin ailesi
proteinlerin bir 6zelligi olan lipozomlardaki porlari olusturabilirler. OmpA ekspresyonu,

makrofajlarin gelisimi sirasinda ve diisiik pH’larda endiiklenir (41).
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2.2. Tiiberkiiloz Plorezi

TB plorezi, MTB’a kars1 gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucunda olusan
plevral effiizyon olarak tanimlanabilir. TB’un akciger dist tutulumlar1 arasinda TB
lenfadenitten sonra en sik rastlanan ikinci klinik formudur (42). TB hastalarinda plevral
efflizyon siklig1 yaklasik %30 civarindadir (43-45). Bu oran HIV pozitifligi ile birlikte
artmakta; TB’u olan HIV hastalarinda plevral reaksiyon, olgularin %37’sinde
goriilmektedir (45). HIV pozitif kisilerde, immiinosiipresyonun erken asamalarinda TB
plorezi gelisimine egilim vardir (43, 44). CD4+ T lenfosit sayist >200 hiicre/ml olan HIV
pozitif kisilerde plevral effiizyon prevalansi %27 iken; CD4+ T lenfosit sayist <200
hiicre/ml olan kisilerde bu oran %10 bulunmustur (43, 45).

TB plorezi, bati iilkelerinde ileri yas (ort. 56), geri kalmis ve gelismekte olan
tilkelerde ise geng yas (ort.30) hastaligidir. Erkeklerde kadinlara oranla iki misli fazla
goriiliir (46).

TB plorezi 3 farkli yol ile ortaya ¢ikabilir.

1-Cocuklar ve geng eriskinlerde primer enfeksiyonun birkag ay1 igerisinde

gelisebilir.

2- Daha ileri yaslardaki erigkinlerde, enfeksiyondan sonra herhangi bir zamanda

reaktivasyon ile ortaya ¢ikabilir.
3- Kaviteli akciger TB’nun plevraya direkt acilmasiyla gelisebilir (45).

Immiinopatogenez

TB plorezinin TB enfeksiyonundan ¢ok gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna
bagli olarak ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir. TB plorezinin gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonuna bagli oldugunu destekleyen en 6dnemli bulgu, plevra sivisi kiiltiiriinde ¢ok az
hastada basil iiretilebilmesidir. (43).

Plevral aralikta mikobakteriyel antijenlere cevap veren ilk hiicreler nétrofillerdir.
PPD ile endiiklenerek olusturulan hayvan TB plorezi modellerinde, nétrofillerin
baslangigta dominant oldugu ve mononiikleer hiicrelerin plevral bosluga go¢ etmelerini ve
burada toplanmalarini sagladiklar1 gosterilmistir (47). Bu olayda mezotel hiicrelerinin de
rolii oldugu ileri stiriilmektedir. Enflamasyonun ii¢iincii glinlinden itibaren plevra sivisinda

lenfositler belirgin hale gelir. Bu hiicrelerin ¢cogunu T lenfositleri, T lenfositlerin biiyiik bir
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kismin1 da CD4+ T lenfositleri olusturur. Plevra sivisinda CD4/CDS8 orani, yaklasik 4,3
civarindadir; kanda ise bu oran 1,6 olarak bulunmustur (43).

Plevral sivida mikobakterileri ve mikobakteri antijenlerini fagosite eden
makrofajlar T lenfositlerine bu antijenleri sunar. T lenfositlerinin aktive olmasiyla,
makrofaj farklilasmasi ve graniiloma olusumu ortaya cikar.

Mikobakteriyel antijenler tarafindan stimiile edilen makrofajlar, graniiloma
olusumunda regiilator olarak islev géren TNF salgilar (48); ayn1 zamanda IL-1 {iretirler
(49). TNF ve IL-1, lenfosit aktivasyonundan da sorumludur.

Yapilan aragtirmalar TB plorezisi olan hastalardan alinan T lenfositlerinin PPD’ye
maruz kalmalar1 sonucu bol miktarda IFN-y ve IL-2 salgiladiklarini gostermistir. IFN-y
makrofajlarin bakteri 6ldiirme kapasitesini artiran en dnemli faktorlerden biridir; IL-2 ise T
hiicrelerinin proliferasyonunu saglar.

Klinik Bulgular

TB plorezi, genellikle akut olarak baslar. Ates, yan agrisi, kuru oksiiriik, gece
terlemesi, kilo kaybi goriilebilir. Hastalarin 1/3’linde gegirilmis akciger TB’u veya TB’lu
ile temas Oykiisii vardir. Plevradaki sivi siniisii kapatacak kadar az veya tiim hemitoraks1
dolduracak kadar fazla olabilir. Hastalik once ates, gece terlemesi, kuru oksiiriikk ve yan
agrisi ile baslar; stvi miktar1 artinca nefes darlig1 eklenir; akcigerde lezyon varsa balgam ve

hemoptizi olur.

Fizik muayenede, efiizyonlu hemitoraks solunuma az katilir.  Palpasyon ile
vibrasyon torasik azalmistir ve matite vardir. Oskiiltasyon ile solunum sesi duyulmaz veya

az duyulur. Hastaligin erken doneminde frotman duyulabilir (46).
Tam

Tanida torasentez, plevral biyopsi ve balgam orneklerinde gerekli incelemelerden
(hiicre saymmi, sitolojik inceleme, direkt preparat, kiiltiir vb.) yararlanilir. Torasentez ile
aliman plevra sivisindan hiicre sayimi, sitolojik inceleme, biyokimya analizi kiiltiir ve
yayma preparat yapilmalidir. Ilk sonuglar eksiida ile uyumlu ise kapali plevra biyopsisi
yapilmasi yararli olur. Plevra sivist genellikle saman saris1 rengindedir. Nadiren kanh
olabilir (45). Lokosit sayist 100-5000/mm?* arasindadir (43). Hastaligin ilk giinlerinde
notrofil hakimiyeti goriilebilir, ancak daha sonra lenfosit ve makrofaj sayisinda belirgin
artis olur. Protein diizeyleri, 5 g/dI’nin iistiindedir ve serum diizeylerinin %50’sinden daha

fazladir; gliikkoz diizeyi normal veya diisiik olabilir (45).
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Plevra sivisinda total adenozin deaminaz (ADA) diizeyleri TB plorezide yiiksek
bulunmustur. TB plorezili hastalarda ADA diizeyi genellikle 40 iinite/L’nin iistiine ulasir
(50). ADA’nin ADAI1 ve ADA2 olmak flizere iki izoenzimi bulunmustur. ADAI1 tiim
hiicrelerde bulunur; ADA2 monosit ve makrofaj aktivasyonunu yansitir (43). TB’li
hastalarda daha ¢ok ADA2, ampiyem ve paraenfektif efiizyonlarda ADA1 daha fazla

bulunmaktadir.
Tuberkiilin deri testi

PPD ile yapilan deri testi eksiida seklinde plevral sivisi olan hastalarin ayirici
tanisinda yararl olabilir. Genellikle pozitif bulunur; ancak, TB’li hastalarin %30 unda test
negatif ¢ikabilir (43). Negatif bulunan olgularda CD4+ T lenfositlerin plevral sivida

toplandig1 sonucuna varilmaistir (46).
Tedavi

TB plorezi genellikle 2-4 ay ic¢inde sivinin reabsorbsiyonu sonucu spontan olarak
diizelebilir. Ancak tedavi edilmeyen olgularin ¢ogunda (%65) daha sonra aktif TB ortaya
cikar (42).

TB plorezi, standart anti-TB rejimleriyle tedavi edilmelidir. Torasenteze sadece
semptomlarin rahatlamasi i¢in ihtiyag vardir, terapotik etkisi yoktur. TB ampiyemde

standart kemoterapiye ilave olarak cerrahi drenaj zorunludur (45).

2.3. Tiiberkiiloz Patogenezi ve Immiinitesi

2.3.1. Akciger Tiiberkiilozunda Patogenez

MTB oksijen acisindan zengin olan akcigerlerde yerlesmeye egilimli, zorunlu
aerobik intraselliiler bir patojendir. Solunum yolundan akcigerlere aerosol partikiillerle
ulagir (14). Her partikiil 1-3 basil tastyabilir; enfeksiyon i¢in 10 kadar partikiiliin yeterli
oldugu sanilmaktadir (51). Akcigerlerdeki ilk yerlesim alanindan kan ya da lenf yolu ile
viicudun diger kisimlarina dagilir. En ¢ok yerlestigi alanlar akcigerlerin iist bolgeleri ve
bolgesel lenf nodlaridir. TB hastalarinin yaklasik %15’inde, akciger dist (plevra, lenf
nodu, kemik, eklem, iiriner sistem, deri, meninksler, periton ve karaciger) tutulum
gelisebilir.

TB patogenezi ile ilgili ilk ¢alismalar Koch’un basil antijenine kars1 gecikmis tip

asirt duyarlilik (DTH) oldugu anlasilan Koch Fenomeni’yi tanimlamasiyla baslamas;
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Lurie’nin tavsanlarda yaptig1 ¢alismalar, alveolar makrofajlarin ilk enfeksiyondan kavite
olusumuna kadar devam eden olaylar1 agiklayan dort evrenin tanimlanmasini saglamistir.

Evre 1 Baslangi¢ evresi (1.hafta): TB basilinin inhalasyonu ile baslar. Alveolar
makrofajlar basili fagosite ederler ve ¢ogunlukla ortadan kaldirirlar. Bu evrede alveolar
makrofajlarin mikrobisidal giicli ve basilin viriilans 6zellikleri enfeksiyonun seyrini
belirler. Zayif alveolar makrofaj ile karsilasan viriilan basil ¢ogalir ve hastalig1 baslatir.
Basil zayif, alveolar makrofajlar giiclii ise basil kolayca ortadan kaldirilir (51).

Evre 2 Ortak yasam, basillerin ¢gogalma ve yayilma evresi (2-3. hafta): Giiglii
viriilan basil alveolar makrofajlar i¢inde ¢ogalir, makrofaji parcalar ve sekrete edilen
kemotaktik faktorlerin etkisi ile dolagimdaki inaktif makrofajlarin lezyon bdlgesine
gelmesine neden olur. Inaktif makrofajlarin sitoplazmalarindaki vakuoller, basilin
logaritmik ¢ogalmasi i¢in ideal bir ortam olusturur. Konak ve basil ortak bir yasam siirer.
Basil yiiklii makrofajlar lenfatiklerle bdlgesel lenf nodlarina taginir, burada da kontrol
altina alimamazlarsa lenfohematojen yol ile tiim viicuda yayilarak cogalmaya devam
ederler (51).

Evre 3 Hiicresel immiin yanit ve geg tip asir1 duyarliligin gelisimi (3-9 hafta): Bu
evrede basilin logaritmik gelisimi durdurulmaya baslar; hem hiicresel immiin yanit hem de
gec tip asir1 duyarliligin gelisimi gozlenir. Geg tip asirt duyarlilik yanit1 sonucunda olusan
graniilomlarin merkezindeki kazedz nekroz odaklar1 basilin logaritmik c¢ogalmasini
durdurur. Bu odaklarda basiller canliliklarini siirdiirebilir, fakat uygun olmayan kosullar
nedeniyle ¢ogalamazlar. Kazedz dokulardaki basillerin bir kismi 6liir, bir kismi dorman
halde kalir. Basilin akcigerlere ilk yerlestigi orta alt akciger zonlarindaki primer lezyon
(Ghon odagy), hiler ve paratrakeal lenfatiklerle birlikte primer kompleksi olusturur (51).

Evre 3’lin ileri agamalarinda, immiin sistemi yeterli kisilerde eger kaze6z odak
erimezse, gelisen siire¢ hiicresel immiin yanit tarafindan durdurulur. Tiiberkiiliin etrafi
fibr6z bir duvarla cevrilerek ortadaki kazedz odak koyulasir ve siire¢ yasam boyu
durdurulur. Kazedz odaktan basil kagisi olur ve basil aktive makrofajlar tarafindan tutulup
yok edilmezse, geg tip asir1 duyarlilik yanit1 tekrarlanarak makrofajlar tahrip edilir. Sonug
olarak, immiin sistemi yeterli kisilerde basillerin yok edilmesiyle siire¢ durdurularak,
sadece PPD pozitifligi ile primer enfeksiyon ortaya ¢ikar. Immiin sistemi baskilanmis
kisilerde ise genisleyen kaze6z nekrozlar akcigerde doku hasarina neden olur ve klinik
olarak primer TB gelisir (51).

Evre 4 Erime ve kavite olusumu: Bu evre genel olarak, primer enfeksiyon veya

hastalik sonrasi endojen reaktivasyon ya da ekzojen reenfeksiyon sonrasi gelisen yetiskin
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tip akciger TB’unda goriiliir. Primer akciger TB’unda hiicresel immiinite yeteri kadar
giiclii olsa bile kavite olusabilir. Kavite olusumu hem hastaligin yayilmasina hem de

hastanin bulastiric1 6zellik kazanmasina neden olmaktadir (51).

2.4. Tiiberkiilozda Dogal Immiin Yanit

2.4.1. Makrofajlar
Enfeksiyonun seyrini belirleyen konak-patojen iligkilerindeki ilk olay, alveolar
makrofajlar araciligityla MTB’un fagositozudur. Makrofajlar, asagida 6zetlenen degisik
mekanizmalarla basilleri ortadan kaldirmaya ugrasirken, basiller de fagositoza karsi
asagida siralanan mekanizmalarla kars1 koymaya ¢alisir.
TB’a karsi konak cevabinda makrofajlarin rolii
e Basilin makrofaj yiizeyine baglanmasi (kompleman reseptorleri: CR1, CR3, CR4;
mannoz reseptorleri; surfaktan protein reseptdrleri; CD14; toplayici reseptorler)
e Fagozom-lizozom birlesmesi
e Basil liremesinin 6nlenmesi (ROI ve RNI yapimi, apoptoz)
e Diger hiicrelerin toplanmas1 ve bolgesel enflamasyon yanit1 (52)
Fagositoza karsi mikobakterilerin savunmasi
e Fagozom-lizozom birlegmesinin dnlenmesi
e Fagolizozomdan sitoplazmaya kagis
e Lizozom igeriginin alkalizasyonu
e ROI’nin inhibisyonu (katalaz iiretimi ve kalin lipid duvar)
e iNOS gen aktivasyonunun baskilanmasi
e Makrofaj aktive edici molekiillerin yapiminin 6nlenmesi

e Metobolizma veya hiicre dongiisiiniin durdurulmasi (52)

MTB’un makrofajlara baglanmasi

MTB makrofajlara kompleman reseptorleri (CR1, CR2, CR3 ve CR4), mannoz
reseptorleri, siirfaktan protein A reseptorleri, ¢opcii reseptorleri, vitronektin, fibronektin
reseptorleri, CD14, CD43 yiizey molekiilleri ve TLR aracilig: ile baglanarak aktivasyona
sebep olur veya hiicre i¢ine girer. Fagositik hiicreler iizerindeki mannoz reseptdrleri ve
mikobakteriler arasindaki iliskinin mikobakteriyel yilizey glikoproteini LAM aracilifi ile
oldugu diisliniilmektedir. Prostaglandin E2 (PGE2) ve bir Th2 tip sitokin olan IL-4,
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kompleman ve mannoz reseptdr ekspresyonunu ve fonksiyonunu artirirken; IFN-y
makrofajlarin  mikobakterilere baglanma yeteneginde azalma ile sonuglanan bu
reseptorlerin ekspresyonunu azaltir (53).

TLR’lerin MTB’in hiicre duvarinda yer alan lipoproteinler araciligryla aktive
oldugunda, makrofaj-benzeri hiicre dizisi olan THP-1 hiicrelerinin IL-12 iiretimini stimiile
ettikleri gozlenmistir (54). IL-12°nin TLR aracili stimiilasyonu ayn1 zamanda, bakterinin
hiicre i¢i 6ldiiriilmesinde 6nemli olan NOS ve NO iiretiminin artistyla sonuglanir.

Ayrica CDA43 (leukosialin/sialophorin) gibi reseptdr olmayan yiizey molekiilleri
immiin cevabin baglatilmasinda anahtar komponentler olabilir. Diger hiicre ylizey
reseptorleri ile mikobakterinin etkilesmesinde rol alan CD43’iin TNF-a iiretimini artirdigi
gosterilmistir (15).

Miyelomonositik hiicrelerde eksprese edilen ve patern taniyan reseptor olan CD14,
mikobakterilerde bulunan LAM ile iliskiye girerek kemotaktik cevaba aracilik eder; TNF
ve IL-1f salinimini artirir (55).

Fagozom-lizozom birlesmesi

Fagosite edilmis  mikroorganizmalar, fagolizozom olusmasindan sonra
intralizozomal asidik hidrolazlarin degradasyonuna ugrar. MTB, fagolizozomal fiizyonu
engelleyerek hayatta kalmay1 basarir. Mikobakteriyel sulfatidlerin, fagolizozomal fiizyonu
inhibe ettikleri (56); ayrica in vitro ¢alismalarda, MTB’in bol miktarda amonyak iireterek
inhibisyonu basardig1 (57) gosterilmistir.

Reaktif oksijen ara tirtinleri (ROI)

Hidrojen peroksit (H,0O,), makrofajlarin anti mikobakteriyel etkinliklerine aracilik
eden ROI’leri i¢inde ilk tanimlanmis molekiildiir. MTB enfeksiyonunun akcigerlerde
makrofaj akiimiilasyonunu ve H,O; tiretimini endiikledigi gosterilmistir. Benzer sonuglar
TB asit sivisinda da gozlenmistir (53).

Reaktif nitrojen ara tirtinleri (RNI)

IFN-y ve TNF-a ile endiiklenen fagositler, endiiklenebilen nitrik oksit sentaz
(iNOS2) araciligt ile L-arginin’in substrat olarak kullanarak NO gibi toksik RNI’lerini
olustururlar. RNI yapimu eksik farelerde MTB’e karst duyarliligin arttigi gosterilmistir
(58, 59). NOS2, fare TB’unun persistan fazi boyunca akcigerlerde bulunan
graniilomalarda eksprese edildigi; RNI’lerin iiretiminin engellenmesinin persistan
enfeksiyonun reaktivasyonu ile sonuclandigi saptanmustir (60). Insanlarda yapilan
calismalarda, 1, 25 dihidroksi vitamin D3 {1,25-(OH)2D3}’iin NOS2 ekspresyonunu
endiikledigi ve makrofajlarda MTB’u inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir (61). Aktif
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pulmoner TB’lu kisilerin bronko alveolar lavaj (BAL) sivisindan elde edilen
makrofajlarda, NOS2’nin yogun ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak tespit edilmistir
(62).

2.4.2. Notrofiller

Notrofiller, mikobakteriyel enfeksiyonlarin akut fazinda koruyucu rol oynarlar (63,
64). Basilin ¢ogalma alanina ilk gelen hiicreler nétrofillerdir. Ardindan NK hiicreleri, yo
hiicreleri ve aff hiicreleri gelir (53). Mikobakteriler ile karsilasan nétrofiller ilk olarak
fagositoz ve mikroorganizmay1 oOldiirebilmek amaciyla reaktif oksijen metabolitlerini
(ROM) olusturarak ayrica makrofajlarin akiimiilasyonuna kadar bakterinin yayilimini
engelleyerek cevap verir (65, 66). Sindirilmis MTB igeren notrofillerin, enfeksiyon
alanina immiin sistemin diger hiicrelerini ¢cekmek i¢in kemokinler ve sitokinler salgiladigi
gosterilmistir (64).

2.4.3. NK Hiicreleri

NK hiicreleri, mikrobiyal patojenlere kars1 dogal immiinitede 6nemli rol oynayan
ve On duyarlilasmaya gerek kalmaksizin enfekte hiicreleri Oldiiren biiyiik graniillii
lenfositlerdir. NK hiicreleri, spesifik immiin cevabr sekillendiren sitokinler salgilayarak ve
enfekte hiicreleri yok ederek virus, bakteri ve parazitlere karsi korunmaya aracilik ederler
(67-69). Artmis NK hiicre sitolitik aktivitesi, primer viral enfeksiyonlardan sonra gozlenir;
viral ve diger mikrobiyal enfeksiyonlara duyarlilik ile k&tii NK hiicre fonksiyonu arasinda
giiclii bir korelasyon bulunur (70). NK hiicreleri, makrofajlarin aktivasyonu i¢in kritik
olan IFN-y’nin erken donemdeki kaynagini olusturur (67, 70) ve bir¢ok intraselliiler
patojenin eliminasyonu i¢in énemli olan Thl hiicrelerinin klonal genislemesine yardimci
olur.

MTB ile stimiilasyon yapilan in vitro kiiltlirlerde, NK hiicrelerinin ¢ogalmasi, in
vivo MTB enfeksiyonunda onemli bir rol oynadigini gostermektedir (71). Erken
enfeksiyon sirasinda NK hiicreleri, enfeksiyon alanindaki fagositleri aktive etme
kapasitesine sahiptir. NK aktivitesindeki azalma ile ¢oklu ilaca direngli TB (MDR-TB)
gelisimi arasinda anlamli iligski bulunmustur (72). IL-2 ile aktive NK hiicreleri non spesifik
olarak M. avium kompleksi (MAC) ile enfekte makrofajlarda mikobakterisidal aktivite
olusturabilir (73). NK hiicreleri IFN-y tiretir ve mikobakteri ile enfekte hedef hiicreleri lize
edebilir (74).

2.4.4. Toll Benzeri Reseptorler (TLR)

TLR, makrofaj ve DC iizerinde bulunan mikrobiyal tanima i¢in gerekli olan, dogal

immiinitenin filogenetik olarak korunmus mediyatorleridir. TLR ailesinin iiyeleri, dogal
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immiin sistemin diger patern taniyan proteinlerine benzer bicimde, ekstraselliiler
domenlerinde tekrarlayan 16sinden zengin motifler igerirler. TLR’iin sitoplazmik domeni,
IL-1 reseptor (IL-1R) sinyal domeni ile homolog olup; sitokinlerin {iiretiminde
sinyalizasyonu saglayan NF-«B gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eden bir serin kinaz
olan IRAK (IL-1R ile ilgili kinaz)’a baglanir (75).

MTB, CD14’den bagimsiz olarak TLR aracilig: ile hiicreleri immiinolojik olarak
aktive eder (76). MTB lizatlar1 ya da hiicre duvari ile iligkili soliibl lipoproteinlerin, TLR
aracilig ile giiclii bir proenflamatuvar sitokin olan IL-12’nin iiretimini endiikleyebildikleri
bildirilmistir (6). Yapilan ¢alismalarda, tim TLR’i IRAK’a baglayan ortak sinyalizasyon
komponenti olan miyeloid farklilasma proteini 88 (MyD88)’in, MTB ile endiiklenen
makrofaj aktivasyonu icin de gerekli oldugu gosterilmistir (77). TLR2 genindeki
mutasyonun, MTB’in endiikledigi TNF-a iiretimini spesifik olarak inhibe ettigi; TLR2-
knockout farelerin ise vahsi tip hayvanlara gore yiiksek doz MTB’e karst daha duyarl
oldugu bildirilmistir (78). Ayrica TLR2, MTB orijinli 19 kDa lipoprotein ile stimiile
edildiginde hem insan hem de fare makrofajlarinda mikobakterilerin {iremelerinin durdugu
gosterilmistir. MTB ile enfeksiyondan sonra koruyucu hiicresel immiin cevabin olusumu
ve IL-12p40 ile TNF‘nin APC tarafindan ilk iiretimi i¢in TLR sinyalinin gerekli olduguna
inanilmaktadir (78). Endojen IL-12p40 ve TNF yoklugunda, tip 1 sitokin {iretimi,
graniiloma olusumu ve mikobakteriyel enfeksiyondan korunmanin ciddi bi¢cimde
baskilandig1 bildirilmistir (79). Bu nedenle TLR2 ve TLR4 gibi PRR eksikligi dogal
immiin cevabin yetersizligi sonucu MTB enfeksiyonunun erken alevlenmesine yol agar (6,

78).

2.5. Tiiberkiilozda Kazamilmis immiin Yanit

2.5.1. Hiimoral Immiin Yamt

Intraselliiler bir patojen olan MTB’e kars1 koruyucu etkinlik gdsteren herhangi bir
serum komponenti saptanmamustir. B hiicreleri ve antikorlarin, korunmada etkili
olmadiklar1 digiiniilmekle birlikte; son yillarda yapilan ¢alismalar TB’a cevapta rolleri
olabilecegini desteklemektedir.

Insanlarda TB’a kars1 hiimoral immiin cevap, 6zellikle serodiyagnostik testler
gelistirebilmek amaciyla arastirilmistir.  Cesitli  seroreaktif antijenler ve epitoplar
tanimlanmasina ragmen, MTB’a hiimoral cevabin zayif olmasi nedeniyle, bu yapilara

karsilik gelen antikorlarin basitce tespit edilmesine yonelik gelismeler sinirli kalmistir.
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Farkli mikobakteriyel antijenlerin yer aldigi ham antijen preparasyonlar1 ile yapilan
calismalarda hastaliga sebep olan bakteri, ¢evresel bakteri, as1 ile etkilesimi ortaya koymak
amactyla saglikl kisilerin Ab’lar1 degerlendirilmistir (80). Daha sonralar1 71-kDa Dnak,
65-kDa GroEL, 47 kDa elongasyon faktorii Tu, 44 kDa Pst homologu, 40-kDa L-alanin
dehidrogenez, 38-kDa PhoS, 23kDa siiperoksit dismutaz, 23 kDa dis membran proteini,
12kDa tiyoredoksin ve 14kDa GroES gibi antijenler bulunmus; bu antijenlerin diger
mikobakteriler ve mikobakteriyel olmayan prokaryotlardaki analog proteinlerle anlamli
homolojilere sahip oldugu saptanmistir (81-86). Saglikli ya da enfekte kisilerin hemen
hemen tiimiinde bu antijenlerin epitoplarina kars1 antikor olustugu gosterilmis; ham antijen
ile gozlenen capraz reaksiyonlar bu antijenlerle de gézlenmistir (87, 88).

Capraz reaksiyon veren antikor problemini agsmak i¢in 38-kDa PhoS, 30/31-kDa
antijen 85, 19-kDa lipoprotein, 14-kDa GroES ve LAM gibi piirifiye antijenlerle testler
yapilmig; 38-kDa PhoS antijenine karsi antikorlarin arastirildigi testler, digerlerine gore
daha duyarli ve 0zgiil bulunmus; anti 38-kDa antikorlarin varlig1 ile tedavi gdérmiis,
ilerlemis ve tekrarlayan TB olgular1 arasinda iliski oldugu gosterilmistir (80). Ayrica
HSP60, 88 kDa sekrete antijen, 2,3-Diacyltrehalose, 2,3,6-Triacyltrehalose, Cord faktor,
sulfolipid gibi antijenlerle de ¢alisilmig (80, 86, 89); ancak giiniimiize kadar bu antijenlerin
higbiriyle TB’un erken tanisinda kullanilabilecek bir test gelistirilememistir.

2.5.2. Hiicresel Immiin Yanit

MTB’a kars1 koruyucu yanitta, hiicresel immiinite 6nemlidir. TB basili konakta
hiicre (genellikle makrofajlar) i¢inde yasar. Bu nedenle antikordan daha ¢ok T hiicre aracilt
mekanizmalar enfeksiyonun kontroliinde rol alir. Viriilan MTB ile olusan enfeksiyonun ilk
haftas1 i¢inde, akcigere drene olan lenf nodlarinda aktive CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin
sayis1 artar (90). Enfeksiyonu takiben 2-4 hafta icinde hem CD4+ hem de CD8+ T
hiicreleri akcigerlere go¢ ederken efektor/hafiza (CD44hiCD4510CD62L-) fenotipi
kazanirlar. Bu hiicrelerin en az yaris1 bir aktivasyon belirteci olan CD69 pozitifligi gosterir
(90-92). Enfeksiyon alanma go¢ eden aktif T hiicreler, APC’ler ile iliskiye gecerler.
Graniiloma icerisinde hem CD4+ hem de CD8+ T hiicreleri bulunur ve bu hiicreler
enfeksiyonun yayilim ve reaktivasyonunu engellerler (93).

CD4+ T hiicreleri

Bu hiicreler, Th hiicreleri olarak da isimlendirilirler. immiin cevabi gii¢lendirmek
icin immiin sistemin diger hiicrelerine yardimci olurlar. Th hiicreleri, salgiladiklar

sitokinlere gore Thl ve Th2 olmak iizere en az iki subsete ayrilirlar. Thl hiicreleri ise
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TB’a kars1 konak savunmasinda en onemli sitokin olan IFN-y’y1; Th2 hiicreleri ise 1L-4,
IL-5 ve IL-10 sentezlerler (15).

Mikobakteriler makrofajda vakuol igerisine yerlesir. Mikobakteriyel antijenler
MHC-smif II yoluyla CD4+ T hiicrelerine sunulur. Bu olay MTB’e kars1 savunmada
primer 6nemi olan CD4+T hiicrelerinin aktivasyonu ile sonuglanir. Bu hiicrelerin akut
mikobakteriyel enfeksiyonlarin kontroliindeki primer énemi, CD4 ya da MHC sinif II gen
eksikligi bulunan fare tiirleri ve antikor deplesyonunun yapildig1 cesitli deneysel
modellerde gosterilmistir (94). HIV ile enfekte hastalarin TB’a duyarhiliklarindaki
dramatik artig bu hiicrelerin kritik roliiniin altin1 ¢izmektedir (36). CD4+ T hiicrelerinin
TB’daki ana fonksiyonunun sitokinlerin, Ozellikle makrofaj aktivasyonu ve takiben
mikrobisidal mekanizmalarin endiiksiyonu icin son derece Onemli olan IFN-y’nin
sentezlenmesi ileri siirlilmekte; [FN-y liretiminin, enfeksiyonun erken agamalarinda gerekli
oldugu disiiniilmektedir. Hem CD4-/- hem de MHC simf II-/- farelerde MTB ile
enfeksiyondan 2 hafta sonra, akcigerde %50 daha az IFN-y iretildigi; enfeksiyondan 4
hafta sonra ise mutant fare ve vahsi tip farede sitokin iiretiminin ayni diizeyde bulundugu
bildirilmistir (94). Mutant farelerde IFN-y iiretiminin CD8+ T hiicreleri tarafindan
kompanse edilebildigi gosterilmistir (95). Latent TB olusturulan farelerde yapilan bir
calismada CD4+ T hiicrelerinin antikorlarla deplete edilmesi, siirekli IFN-y ve iNOS
bulunmasina ragmen persistan MTB enfeksiyonun hizli bir sekilde reaktivasyonu ile
sonuclanmistir (94). Bu bulgular, CD4+ T hiicrelerinin IFN-y iiretiminden bagimsiz olarak
TB reaktivasyonunu engelledigini ortaya koymaktadir.

CD4+ T hiicreleri, graniilomaya infiltre olan hiicrelerin %5-10 gibi ¢ok kii¢iik bir
popiilasyonunu olusturmalarina ragmen, graniiloma olusumunun erken fazi sirasinda ¢ok
etkilidirler. CD4+ T hiicreleri eksik farelerde bakteriyel yiikiin kontrol edilemedigi ya da
yayilmanin engellenemedigi aberan lezyonlar olustugu bildirilmistir (96).

CD4+ T hiicrelerinin 0Ozellikle akcigerlerdeki lokal immiin cevapta sitolitik
fonksiyonlar1 vardir. Bu fonksiyonunu canli intraselliiler mikobakterilerin azaldigi FasL
ile endiiklenen apoptoz araciligi ile gergeklestirirler (97). Bakteriyel oldiirme ve
graniiloma yapisin1 koruma fonksiyonlarina ek olarak graniiloma olusumunun ¢6ziilme
asamasinda da fibroblastlarin aktivasyonunu ve toplanmasini saglarlar (96).

Ayrica, CD4+CD27- fenotipi gosteren farkli bir T hiicre alt grubunun IFN-y
tiretmelerinin yan1 sira perforin ve granzim B sekrete ederek (CD4+ sitotoksik T lenfosit

(CTL)’ler) MTB’a kars1 savunmada rol aldiklar1 ortaya konmustur (98).

24



Otoimmiin hastaliklar, alerjide ve graft reaksiyonunun onlenmesinde son derece
onemli olan regiilatér T hiicreleri (Treg), CD4+ T hiicrelerinin bir bagka alt grubunu
olustururlar. CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin etkinligini baskilayarak immiin reaksiyonlarin
asirtya kagmasini engellerler. CD25 ekspresyonunun yani sira FoxP3 gen ekspresyonuna
da sahip olan CD4+CD25+ dogal Treg hiicrelerinin TB hastalarinda arttig1 ve Thl tipi
immiin yanitin siipresyonunu saglayabilecekleri gosterilmistir (99).

CD8+ T hiicreleri

CD8+ T hiicreleri, MHC smif I aracilig1 ile sunulan ve APC’nin sitoplazmasindan
kaynaklanan antijenleri tanirlar. MTB, vakuol i¢inde yasadig icin ilk bakista, CD8+ T
hiicrelerinin MHC smif I molekiilleri araciligi ile bu antijenleri etkili bir sekilde sunmasi
imkansiz gibi goriinmektedir. Schaible ve arkadaslarinca (100) yapilan bir ¢aligma ile bu
konuya aciklik getirilmistir. Bu ¢alismada apoptoz ile 6len enfekte makrofajlar ve dendritik
hiicrelerden mikrogevreye birakilan basil i¢eren apoptotik cisimcikler ve vezikiiller enfekte
olmayan makrofajlar ve dendritik hiicrelere alinarak ge¢ endozom ve lizozomlara
girdikleri; MHC smif I ve CD1 molekiilleri araciligiryla mikobakteriyel antijenleri CD8+ T
hiicrelerine sunduklar1 gosterilmistir.

Antikor kullanarak T hiicre subset delesyonu yapilan ilk calismalarda, CD4+T
hiicrelerine ek olarak CD8+T hiicrelerinin de MTB enfeksiyonunun kontroliinde gerekli
oldugu; MTB spesifik CD8+T hiicrelerinin transfer edilmesi ile enfekte farelerin
dalaklarinda bakteri sayisinin azaldig1 saptanmistir (101).

Beta 2 mikroglobiilin (f2m) zincirinin bulunmadig1 (2m-/-), dolayistyla MHC
siif I molekiillerinin fonksiyon dis1 kaldig1 ve CD8+ T hiicrelerine antijenin sunulamadigi
farelerde; ozellikle akcigerlerde enfeksiyonun kontrol edilemedigi bildirilmistir (102).
Intravendz MTB ile enfekte edilen degisik fare gruplarinda hayatta kalma siiresi ve bakteri
yiikleri dikkate alinarak yapilan karsilastirilmali ¢aligmalarda; en duyarli grubun B2m-/-
fareler oldugu; bunu transport-asosiye-protein-1 (TAP1-/-), CD8a-/-, perforin-/- ve CD1d-
/- olanlarin takip ettigi gosterilmistir. Tiim bu gozlemler klasik olarak sinirlanmig (TAP-1
bagimli) CD8+ T hiicrelerinin, perforin bagimli sitotoksisite ile sinirli olmaksizin MTB’a
kars1 in vivo korunmaya katkida bulundugunu gostermistir (103).

MTB enfeksiyonu sonucu gelisen graniilomalarda CD8+ T hiicre sayisi, CD4+ T
hiicre sayisina yakin olup; yapilan caligmalar CDS8-/- farelerde normal graniiloma
olustugunu; enfeksiyonun kontrol edildigini; ancak bakteri yiikiiniin daha fazla oldugunu

gostermistir. Graniiloma olusumunda CD4+T hiicre sayisi erken donemde artarken, CD8+
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T hiicreleri, enfeksiyonun daha sonraki doneminde korunmada rolleri oldugundan daha geg
donemde artar (96).

CD8+ T hiicreleri MTB enfeksiyonunu sitokin salinimi, graniil bagiml
sitotoksisite, Fas-FasL aracili sitotoksisite ve direkt mikrobisidal aktivite olmak tizere
baslica 4 farkli mekanizma ile kontrol eder.

Bu hiicreler, IFN-y ve TNF-a gibi tip 1 sitokinlerin kaynagi olarak fonksiyon
gostermelerinin yani sira dokulardaki enfekte makrofajlar1 oldiirerek koruyucu etkiye
katilabilirler. Her iki sitokin, sinerjistik olarak MTB barindiran makrofajlar1 aktive
edebilirler.  Makrofajlarin aktivasyonu, nitrik oksit (NO) gibi reaktif nitrojen ara
{iriinlerinin (RNI) iiretimine yol acan endiiklenebilir nitrik oksit sintaz (INOS) iiretiminin
artist ile sonuclanir. Reaktif oksijen ara {iirlin (ROI)’leri ile birlikte RNI’leri, canl
mikobakterilerin azalmasini saglarlar (104).

CD8+ T  hiicreleri, perforin aracili mekanizmalarla enfekte makrofajlar
Oldiirebilirler. Perforin, CD8+ T hiicrelerin graniillerinde bulunan bir protein olup; enfekte
makrofajlarin membranlarinda porlar olustururlar ve bu hiicrelerin apoptozu ya da lizizi ile
sonuglanan granzim A, granzim B (serin proteaz), graniilozin gibi toksik proteinlerin
girigine izin verir (104).

Makrofaj apoptozu, ayni zamanda enfekte makrofajlarin iizerindeki Fas ile aktive
CD8+ T hiicrelerin iizerindeki FasL’1n baglanmasiyla endiiklenebilir.

CDS8+ T hiicreleri, direkt olarak mikrobisidal aktivite de gosterirler. Bu hiicrelerin
graniilleri, hiicre i¢cindeki bakteriler tizerinde direkt mikrobisidal etki gosteren graniilozin
igerirler. Saponin benzeri bir protein olan graniilozin, lipid membranlar ile iliskiye girer ve
lipid degrade eden enzimleri aktive eder. Graniilozin, perforin varlifinda, intraselliiler
MTB’un canlilig1 dramatik bigimde azalir (104).

Non klasik olarak sinirlanmig CD8 T hiicreleri

CD8+ T hiicreleri, klasik MHC smif I (MHC sinif 1a) molekiilleri ile sunulmayan
fakat bu molekiillere ¢ok yakin bir grup olan sinif 1b molekiilleri araciligi ile sunulan diger
MTB antijenlerini de tanir. MHC smif Ib molekiilleri, nonpolimorfik olup ve CDI1
molekiillerini kapsar. CD 1 molekiilleri, MTB’i lipid ve glikolipid antijenlerini CD8+T
hiicrelerine sunar (93). CDI1 molekiilleri, DC {izerinde bol miktarda eksprese edilirken
(53), makrofajlar da yok denecek kadar azdir. CDI yiizey ekspresyonu, MTB ile enfekte
hiicrelerde azalir (105). Bu nedenle enfekte makrofajlardan DC’e glikolipidlerin transferi,

CD1 aracili sunum i¢in son derece 6nemlidir (106).
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Yapilan calismalarda, periferal kanda, MTB’e reaktif CD8+ T hiicrelerinin 6nemli
bir kisminin, MHC smif Ib sinirli oldugu belirlenmis; MHC sinif Ib smirli CD8+ T
hiicreleri, MTB ile enfekte kisilerin periferal kanlarindan izole edilebilmistir (101).

v6 T hiicreleri

vo T hiicre reseptorii (TCR) eksprese eden T hiicreleri, fare ve diger hayvanlarin
periferal kan ve lenfoid organlarin %5 oraninda bulunurlar (97). Bu hiicreler, lenfoid
dokularda DC morfolojisi olusturabilen biiylik graniiler lenfositler olup; bazilar1 CD8+
fenotipindedir. Genel olarak yd T hiicrelerinin MHC ile sinirli olmadigi kabul edilir.
Cogunlukla sitotoksik T hiicreleri gibi fonksiyon gosterirler (53). +yd T hiicreleri,
islenmemis protein antijenleri ve kiiclik organik fosfat molekiilleri gibi bir¢cok antijeni
taniyabilir. Farelerde yapilan ¢aligmalar, bu hiicrelerin enfeksiyonun erken agamalarinda
onemli rol oynadiklar1 ortaya konmustur (107, 108). Periferal kan y5 T hiicrelerinin baskin
olan subseti, Vy9/Vd2 eksprese eden hiicrelerdir, bunlar inaktive MTB ile MHC-sinirl
olmaksizin giiclii bir sekilde reaksiyona girerler. Vy9/V32 T hiicreleri TNF-a ve IFN-y’nin
yani sira (makrofaj enflamatuvar protein-1 a) MIP-1a ve MIP-1f gibi CC kemokinler ile
lenfotaktin gibi C kemokinlerin sentezlenmelerine yardimci olur ve patojen ile enfekte
makrofajlara karsi sitotoksik aktivite gosterirler (109).

Cogu eriskin yas grubunda insanlarda yapilan ¢aligmalarda, TB sirasinda periferal
kan y6 T hiicrelerinin relatif oranlarinda ve absolii sayilarinda degisiklik olmadigi
gosterilmigtir (110).  Hastaligin genel olarak primer enfeksiyonla iligkili oldugu,
cocuklarda ise enfeksiyondan ve kemoterapiden hemen sonra yapilan degerlendirmelerde
bu hiicre grubu ile ilgili 6nemli bilgiler edinilmistir. Saglikli veya TB’un degisik klinik
formlar seyrettigi PPD pozitif c¢ocuklarda yapilan bir calismada; in vitro farkh
fosfoantijenler ile stimiile edilen Vy9/V32 T hiicrelerin sagliklt PPD negatif kisilerinkine
gore cok giiclii bir bicimde prolifere oldugu gosterilmistir (111). Yeni doganlarda BCG
asisindan sonra, en belirgin T hiicre alt tipinin Vy9/V62 T hiicreleri oldugu; 18-45 yas
arasindaki erigkin kisilerde de asilamadan sonra ayni hiicre grubunun hakim oldugu
bildirilmistir (107).

Yapilan calismalar BCG asisindan sonra Vy9/Vd2 T hiicre proliferasyonunun
arttigini; kemoprofilaksi ya da kemoterapiden sonra muhtemelen bakteriyel ylikiin
azalmasina bagl olarak proliferasyonun azaldigini; fosfolipid antijenlerin enjekte edildigi
Rhesus maymunlarinda baslangigta fosfolipidlere karsi in vitro Vy9/Vd2 T hiicre
proliferasyonun arttigini, enfeksiyondan 2 ay sonra ise proliferasyonun azaldigini

gostermistir. Proliferasyon azalmasi, MTB ile enfekte kisilerde de saptanmustir (111).
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Saglikli kisilerin beyin omurilik sivilarinda hakim hiicre grubunun V61 T hiicreleri
olmasina karsilik, TB menenjit (TBM)’li ¢ocuklarda Vy9/V42 T hiicre cevabinin arttigi
gosterilmistir. Pulmoner TB’lu hastalarin bronko alveolar lavaj (BAL) ve periferal kan
orneklerinde ise Vy9/Vd2 T hiicrelerinin selektif olarak azaldigi saptanmig; TBM ile
pulmoner TB arasindaki bu farkin bakterinin yerlesim yerindeki degisiklikten (beyine
karsilik akciger) kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayrica immiin cevaptaki fark,
primer hastaliga karsilik reaktivasyon olusumuna (¢ocuklardaki TBM, primer enfeksiyona
bagli iken; eriskinlerdeki pulmoner TB reaktivasyona bagli olabilir) veya hastalik siiresine
(Klinik belirtiler TBM’li hastalarda pulmoner TB’a oranla daha erken ortaya cikar) bagh
olabilir. Pulmoner TB’lu hastalardaki Vy9/Vo62 T hiicrelerinin selektif kaybi, uzun siireli
mikobakteriyel antijenler ile stimiilasyona bagli olarak apoptozun gerceklesmesi nedeniyle
de olabilir (111).

Mikobakteriyel antijenlerle y3-TCR’niin uyarilmasi, kronik olarak aktive vo T
hiicreleri iizerinde FasL’in ekspresyon artisin1 endiikler.  FasL’in mikobakteriyel
lezyonlara go¢ eden l6kositler lizerindeki Fas antijeni ile iliskiye girmesi, yd T hiicrelerinin
Olimiinii endiikleyen aktivasyon ile sonuglanir. yd T hiicreleri, enfeksiyonun erken
asamasina katilmak iizere lezyon bolgesine go¢ ederler; hastalik kronik hale geldiginde
Fas-FasL aracili apoptoz, MTB’a kars1 reaktif olan yd T hiicrelerinin énemli bir kismini
ortadan kaldirir. v6 T  hiicrelerinin azalmasi, enflamatuvar T hiicrelerinin
akiimiilasyonunun inhibasyonu aracilig1 ile enflamasyonun sinirlanmasina, doku hasarinin
inhibe edilmesine yardimci olabilir; ayni zamanda, enfeksiyonun kronik formunun
gelisimine de katkida bulunabilir (112).

Aktive yo T hiicreleri, ¢esitli hedefler i¢in sitotoksik olup ve MTB ile enfekte
makrofajlart etkili bir sekilde oldiirebilir (113). Sitotoksik aktivitesi, MHC sinif I ya da
siif II ile sinirlanmis degildir; Fas-FasL iligkisi, TNF-a salinimi ve graniilleri i¢indeki
sitotoksik molekiillerin salinimi ile gergeklesir (111).

Tiiberkiilozda Th1/Th2 dengesi

T hiicrelerinin antijenle stimiile edildikten sonra salgiladiklar sitokin paternlerine
gore 2 alt grubu tanimlanmistir. Thl hiicreleri IL-2, IFN-y sentezleyerek hiicre ici
enfeksiyonlarda koruyucu rol oynarlar. Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, ve IL-10
sentezleyerek akut ve kronik enflamasyon ile gec tipte hiicresel asir1 duyarliligi inhibe
ederler. 1Iki tip cevap arasindaki denge, enfeksiyona karsi konak direncininin sonucunu

yansitir. ThO hiicreleri ise ara sitokin sekresyon paterni gosterirler. Prekiirsor hiicrelerden
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Thl farklhilagmasi IL-12, Th2 farklilagsmasi1 ise IL-4 gibi sitokinlerin kontrolii altinda
gergeklesir.

MTB enfeksiyonuna ailesel duyarliligi olan hastalarla yapilan bir ¢alismada Thl
cevabinin koruma i¢in gerekli oldugu kanitlanmistir. IFN-y reseptorleri, IL-12 {iretimi ya
da IL-12 reseptorlerini etkileyen mutasyonlar MTB’e duyarliligi arttirir.  IFN-y’nin
tiretilmedigi ya da cevabmnin olmadigi olgularda hastalik siddetli ve c¢ogunlukla
oldiiriictidiir (114). Bu da MTB’e kars1 koruyucu immiinitede gii¢lii Th1 cevabina ihtiyag
oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada, TB hastalarindan elde edilen periferik
kan mononiikleer hiicrelerinin (PBMC) PPD ile stimiile edildiginde tiiberkiilin pozitif
sagliklt kisilere gore daha az IFN-y ve IL-2 salgiladiklar1 gdosterilmistir.  Benzer
calismalarda da IFN-y diizeyinde azalma, IL-4 sekresyonunda ya da IL-4 sekrete eden
hiicrelerin sayisinda artis gozlenmistir (53).

Hastaligin gerceklestigi alanda hiicresel immiin yanita bakildiginda; MTB ile
stimiile edilen plevral sivi1 hiicrelerinde, stimiilasyondan sonra IL-12 diizeylerinin ¢ok
yiiksek oldugu bulunmugtur. IL-12’nin farklilasmamis CD4+ T hiicrelerinde Thl tipi
cevabi endiikledigi bilinmektedir. Bu nedenle hastaligin gergeklestigi alanda da Thl tipi
cevap soz konusudur (115). Ayrica aktif pulmoner TB’lu hastalardan elde edilen BAL
hiicrelerinde de IFN-y mRNA diizeylerinin artmis oldugu saptanmistir (53).

Baz1i Afrika ve Avrupa ilkelerinin katildigi, 2002 yilinda yapilan ortak bir
calismada, Thl aktivitesini belirlemek icin plazma soliibl lenfosit aktivasyon gen-3
[soluble lymphocyte activating gene-3 (sLAG-3)]; Th2 aktivitesini belirlemek igin ise
plazmada bulunan IgE, soliibl CD30 ve MDC/CCL-22 (makrofajlar tarafindan iiretilen bir
kemokin) degerleri 6l¢iilmiis; TB tanis1 alan hastalarda diisiik miktarda sLAG-3 (Thl), bu
hastalarla ev i¢i temas: olan saglikli kontrollerde ise toplum icindeki kontrollerden daha
yiiksek sLAG-3 diizeyleri saptanmistir. Tiim Th2 markerleri, hasta gruplarinda toplum
kaynakl1 kontrollere gore daha yiliksek bulunmus; hastalarla ev i¢i temasi olan kontrol
gruplarinda ise toplum kaynakli kontrollerden daha diisiik saptanmistir. Bu bilgiler zayif
Thl ya da gii¢lii Th2 aktivitesine sahip olan kisilerde enfeksiyon gelisme riskinin daha
yiiksek oldugunu, koruma i¢in Thl cevabinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Calismada
enfekte hastalarda tedavinin 2-3. ayinda ve tedavinin sonlandigi 6-8. ayda testler
tekrarlanmig; sLAG-3 diizeyleri (Thl), tedavinin 2-3. ayinda baslangic degerine gore
hemen hemen 4 kat, tedavi bitiminde ise 8 kat daha yiiksek; toplum i¢i kontrollere gore de
daha ytiksek bulunmustur. TB’daki klinik iyilesmenin, daha yiiksek Thl aktivitesi ve daha
diisiik Th2 aktivitesine dogru doniisiim ile iligkili oldugu ortaya konmustur (114).
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2.5.3.Sitokinler

Proenflamatuvar sitokinler

Fagositik hiicreler tarafindan MTB’in taninmasi, hiicre aktivasyonuna ve ¢ok
sayida sitokinin iiretilmesine sebep olur. Enflamatuvar cevapta ve mikobakteriyel
enfeksiyonlarin seyrinde 6nemli rol oynayan bu sitokinler agagida 6zetlenmistir.

TNF-a

MTB makrofaj, DC ve T hiicrelerini TNF-a sekrete etmesi i¢in endiikler. TNF-a,
TB’da olusan immiin ve patolojik cevaplarda pek ¢ok agidan etkilidir. TNF-a ya da TNF
reseptor (TNFR)’1 eksik olan farelerde MTB enfeksiyonunun, kontrol grubuna gore daha
fazla bakteriyel yiike ve farelerin daha hizli 6liimiine sebep oldugu gosterilmistir. TNF-a,
MTB’ye kars1 immiin cevapta son derece 6nemli olan IFN-y ve NOS2 ekspresyonunu da
endiiklemektedir (53).

TNF-a graniiloma olusumunda anahtar rol oynar, bdylece bakteri bir duvar ile
sinirlandirilir ve enfeksiyonun yayilmasi engellenir (6). TNF eksik olan farelerde MTB
enfeksiyonunun bol miktarda notrofil iceren kotli organize olmus lezyonlar ile
sonuclandig1 gosterilmistir (96).

TNF-a, MTB enfeksiyonunda hiicrelerin gogiinii ve doku igine yerlesimini;
kemokinler ve kemokin reseptorleri gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu etkiler
(96). Bu sayede enfekte doku i¢inde fonksiyonel graniiloma olusumununda belirgin olarak
rol oynar (53).

TNF-a konak dokusunun hasarinda etkili olan en 6nemli faktordiir. Sistemik cevap
ile karsilastirildiginda enfeksiyonun yer aldigi sinirlh alanda (6rnegin plevral sivi) TNF-a
diizeylerinin arttigi goriilmiistiir. TNF-o’nin sistemik yayilimi, ates, kilo kaybi gibi
istenmeyen enflamatuvar etkilere sebep olur. Tedavi sirasinda erken klinik koétiilesme,
plazmadaki TNF-a’nin selektif artisi ile ¢cabuk iyilesme ise plazmadaki TNF-o’nin hizli
azalmasiyla iligkili bulunmustur. TNF-o’nin sistemik {iretiminin asagi ¢ekildigi ve TNF-
o’nin zarar verici etkilerinin sinirlandig1 durumlarda, TNF-a aktivitesini bloke eden soliibl
TNF-o reseptorleri artmaktadir. TNF-a ya da TNF-a reseptdr p55 eksik farelerin
mikobakterilere karst duyarhiliklar: artmistir. Benzer olarak Crohn hastalig1 ve romatoid
artrit’de monoklonal anti-TNF-a antikor kullannminin TB reaktivasyon oranini artirdigi
gosterilmistir (6).

IFN-y

IFN-y, MTB enfeksiyonunun kontroliinde son derece dnemli Thl tipi bir sitokin

olup; CD4, CD8 ve NK hiicreleri tarafindan iiretilir. Antijen sunumunu artirir; etkenin
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oldiirtilmesine CD4+ T lenfosit ve CTL’nin katilimin1 saglar. Antijen spesifik T hiicre
immiinitesinde &zellikle etkindir. In vitro mikobakteriyel antijen spesifik IFN-y iiretimi,
MTB enfeksiyonunu gosteren bir marker olarak kullanilabilir. Tek basina IFN-y iiretimi,
MTB enfeksiyonundan korunmada basarisiz olmasina ragmen bu patojene karsi olusan
koruyucu cevapta gereklidir (6).

Makrofajlar1 aktive etmede oldukga etkili olan IFN-y, TNF-a ile birlikte sinerjik
etki gosterir. Anti-mikobakteriyel makrofaj fonksiyonlarinin aktivasyonunda IFN-y ve
TNF-o’'nin kostimiilator aktivitesi ilk olarak 1990’11 yillarda gosterilmistir. Flesch ve
Kaufmann yaptiklart bir seri deneylerle, IFN-y’nin TNF-a’dan daha fazla anti-
mikobakteriyel makrofaj fonksiyonlarini stimiile ettigini gostermisler; TNF-a iiretiminin
endojen olarak bloke edilmesiyle, IFN-y ile endiiklenen makrofaj aktivasyonunun
azaldigini; hem IFN-y hem de TNF-o’'nin kombinasyonu ile optimum makrofaj
aktivasyonunun saglandigini ortaya koymuslardir (96).

IFN-y geni eksik farelerin, viriilan MTB’a kars1 ¢ok duyarli olduklar1 gosterilmistir.
Bu fareler BCG ile enfekte edildiklerinde, bakteriyel yiikiin ¢ok artti1 ve graniilomalarin
daha biiyiik ve diizensiz oldugu goriilmiistiir (96). IFN-y ya da IFN-y reseptor genlerinde
eksiklik veya bozukluk olan insanlarda da ciddi mikobakteriyel enfeksiyonlara egiliminin
arttig1 bildirilmistir (116). Aktif TB’lu hastalarda yapilan ¢alismalarda, IFN-y diizeylerinin
baskilandig1 da saptanmistir (53).

IFN-y, spesifik T hiicre immiinitesi tamamen gelismeden Once ilk olarak NK
hiicreleri tarafindan ya IL-12 ya da IL-18’e¢ cevap olarak ya da direkt olarak
mikobakteriyel oligoniikleotidlerle etkilesim sonucu iiretilebilmektedir. MTB ile enfekte
farelerde akciger makrofajlarinin IFN-y sentezledikleri bulunmustur. Ayrica y6 T
hiicrelerinin ve CD1 smurlt T hiicrelerinin de enfeksiyonun erken doéneminde IFN-y
tiretebildikleri gosterilmistir (6).

IL-12

IL-12, disiilfit baglari ile baglanan iki subiinitten (p35 ve p40) olusmus 70 kDa’luk
heterodimerik bir proteindir. NK, aff (CD4+ ve CD8+) ve yo T hiicre reseptorii tasiyyan T
hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini arttirtr. IFN-y iiretimini artirarak Thl tipi T hiicre
cevabinin gelisimine katkida bulunur. IL-4 ve IL-10’un etkin oldugu Th2 tipi cevabi
asagiya ceker (115)

IL-12, MTB’in fagositozundan sonra makrofaj, DC gibi fagositik hiicreler
tarafindan {retilir. = TB’da akciger infiltratlarinda, plorezide, graniilomalarda ve

lenfadenitlerde tespit edilmistir (6). IL-12 eksik farelerde mikobakteri enfeksiyonlarina
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duyarliligin artmis olmasi bu sitokinin koruyucu roliinii gostermektedir. IL-12p40 eksik
farelerin enfeksiyona duyarliliklarinin ve bakteriyel yiiklerinin arttig1; ayrica muhtemelen
azalmis IFN-y’ya bagli olarak hayatta kalma siirelerinin azaldig1 goriilmiisttir (117). IL-
12p40 ya da IL-12R gen mutasyonlari olan insanlarin, T hiicrelerinden IFN-y iiretiminin
azaldigi, dissemine BCG ve M. avium enfeksiyonlarina daha duyarli olduklar1 rapor
edilmistir (118).

Coklu ila¢ direncine sahip TB hastalariyla yapilan bir ¢alismada, bu hastalardan
elde edilen PBMC’ler stimiile edildiginde saglikli kontrollere gore daha az IL-2 ve IFN-y
sekresyonu goriilmiis, bu hiicrelerin IL-12 ile stimiile edilmesiyle, IFN-y sekresyonunun
arttigl, anti-IL-12 antikorlart ile stimiilasyonun 6nlendigi ve IFN-y yapiminin azaldigi
goriilmiistiir (119).

IL-18

IL-1 ailesinin bir liyesidir. Baglangigta IL-12 ile sinerjisi olan IFN-y uyaric1 faktor
olarak bilinen bu sitokinin daha sonralar1 diger proenflamatuvar sitokinleri, kemokinleri ve
transkripsiyon faktorlerinin {iretimini stimiile ettigi anlasilmistir (120). IL-18’in
mikobakteriyel enfeksiyonlar sirasinda koruyucu rolii vardir. IL-18 eksik olan fareler,
BCG ve MTB enfeksiyonlarina ¢ok duyarlhidir. M. leprae ile enfekte farelerde de direng,
IL-18 ekspresyonu ile orantili bulunmustur (6).

IL-18’in en Onemli etkisi, IFN-y endiiksiyonunu saglamasidir. Vankayalapati ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, TB hastalariin ve saglikli kontrollerin
PBMC’leri MTB ile stimiile edilmis, hastalarda saglikli kontrollere gore daha az IL-18 ve
IFN-y saptanmis; MTB ile endiiklenen IFN-y iiretimi, anti IL-18 ile inhibe edilmis,
rekombinant IL-18 ile artirilmistir; MTB’e cevap olarak alveolar makrofajlarin salgiladigt
IL-18 ve plevral siviya sekrete edilen IL-18 ve IFN-y konsantrasyonlar1 TB’lu hastalarda,
kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgular IL-18’in TB immdiinitesi ile
IFN-y iiretiminde son derece 6nemli oldugunu ve mikobakteriyel enfeksiyonlara kars1 Tipl
sitokin cevabini sagladigini ortaya koymustur (121).

IL-15

IL-15, biyolojik aktiviteleri agisindan IL-2’ye benzer. NK ve NKT hiicrelerinin
gelisimini stimiile ettigi; periferal kan T hiicrelerinin, tiimore infiltre olan lenfositlerin
(TILs) ve B hiicrelerinin aktivasyonu ile makrofaj ve DC’in matiirasyonunu sagladigi
gosterilmistir.  Ayrica efektor sitolitik hiicre gelisimini endiikledigi; NK hiicrelerini

farklilasmaya ugratarak bu hiicrelerin daha etkin sitotoksik-sitolitik aktivite kazanmis olan
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lenfokinle aktive oldiiriicii hiicreler (LAK) formuna ge¢mesine yardimci oldugu tespit
edilmistir (122).

IL-15’in T lenfositleri, NK hiicreleri ve nétrofiller icin kemoatraktan o6zellik
gosterdigi; T lenfositlerinde CC, CXC, ve C-tipi kemokinlerin potent endiiktérii oldugu
anlasilmistir (123).

Umemura ve arkadaslar1 (124) BCG ile enfekte edilen IL-15 transgenik farelerde
enfeksiyona direng gelistigini; serum IFN-y diizeylerinin transgenik olmayan fareler ile
karsilagtirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundugunu; NK hiicrelerinin dikkat ¢ekici
bicimde arttigini; IFN-y iireten CD8+T hiicrelerinin aracilik ettigi antijen-spesifik T
sitotoksik 1 (Tcl) cevabmin arttigin1 gostermislerdir. Boylece in vivo IL-15’in asir
ekspresyonunun NK ve Tcl cevabiin artisina yol agarak BCG enfeksiyonuna karsi
korunmay1 giiclendirdigini; bununla iligkili olarak BCG asisinin biyolojik etkinligini
artirabilmek amactyla IL-15’in BCG agis1 ile birlikte adjuvan olarak verilebilecegini ileri
stirmiiglerdir (125).

Anti-enflamatuvar sitokinler

MTB’in bagslattig1 proenflamatuvar cevap, anti enflamatuvar mekanizmalarla
antagonize edilir. Soliibl sitokin reseptorleri (soliibl TNF-a R I ve II), hiicresel reseptorlere
sitokinlerin baglanmalarin1 engellerler ve boylece hiicre i¢i sinyalizasyonu bloke ederler.
Ornegin IL-1B’min etkisi, spesifik antagonisti IL-1 Ra ile yok edilir. Ayrica ii¢ anti
enflamatuvar sitokin, IL-4 IL-10 ve TGF-B, TB’a karsi etkin olan proenflamatuvar
sitokinlerin etkilerini veya iiretimini inhibe edebilir.

IL-10

Sitokin sentez inhibitér faktorii olarak isimlendirilen IL-10, CD4+ T hiicreleri,
monositler, CD8+ T hiicreleri, keratinositler vb bir¢ok hiicre tarafindan iiretilir. Anti
enflamatuvar sitokin olarak IL-10, kostimiilator molekiillerin asagi ¢ekilmesi suretiyle
makrofaj fonksiyonlarinin engellenmesine ve sitokin sentezinin inhibisyonuna neden olur
(126).

TB’da IL-10, LAM’1n baglanip bakterinin fagosite edilmesinden sonra makrofajlar
tarafindan dretilir. MTB ile reaktif T hiicreleri de IL-10 sentezleyebilirler. TB’lu
hastalarda IL-10 mRNA’nin ekspresyonu, enflamasyon alaninda (alveolar lavaj sivisi,
plevra sivisi) dolasan mononiikleer hiicrelerde gosterilmistir. IL-10, proenflamatuvar
sitokin cevabini IFN-y, TNF-a ve IL-12’nin iiretimini asag1 ¢ekerek antagonize eder (6).
CD4+ T hiicre cevabini ya direkt olarak ya da mikobakteri ile enfekte hiicrelerin APC

fonksiyonunu bozarak inhibe edebilir (53). T hiicreleri asir1 IL-10 eksprese eden
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transgenik fareler BCG ile enfekte edildiklerinde, yeterli IFN-y iiretimi yapan kapsayan T
hiicre cevabina ragmen; bakteriyel yiikiin daha fazla, enfeksiyonu temizleme kapasitesinin
ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar IL-10’un, IFN-y aracili makrofaj
aktivasyonunu engelleyebilecegini gostermektedir (127). IL-10 eksik olan farelerde ise
bakteriyel yiikiin daha diisiik oldugu goriilmiis; erken donemdeki bu direncin, enflamatuvar
mediyator liretiminin artig1 ve bununla iliskili artmis makrofaj aktivasyonu ile olabilecegi
ileri siirilmiistiir (128). Anerjik TB hastalarinda, IL-10 {iretiminin tedaviden Once ve
basarili tedaviden sonra ¢ok yiiksek bulunmasi, MTB’in endiikledigi IL-10 sentezinin etkili
immiin cevabi siiprese ettigini desteklemektedir (129).

TGF-B

TGF-B, TB hastalarinin graniilomatoz lezyonlarinda saptanabilen bir sitokindir.
MTB ya da LAM ile stimiilasyondan sonra monosit ve DC tarafindan tretilir (53). IL-10
gibi TGF-B’da enfeksiyon sirasinda bol miktarda sentezlenir ve enflamasyon alaninda
eksprese edilir (130). TGF-B, hiicresel immiiniteyi siiprese eder; T hiicrelerinde IFN-y
tiretimini ve T lenfositlerinin proliferasyonunu baskilar. Makrofajlarda antijen sunumunu,
proenflamatuvar sitokin iiretimini, hiicresel aktivasyonu antagonize eder; ROI ve
RNTI’lerinin iiretimini engeller; NK ve CTL fonksiyonlarini inhibe eder. IFN-y’nin yani
sira TNF-a ve IL-1 salimmmini asag1 ¢eker (6). TB sirasinda kollajen matriks, makrofaj
kollejenazin depolanmasi ve iiretimine yardimci oldugu gibi doku hasarinda ve fibrozis
olusumunda da yer alabilir (131). Antienflamatuvar cevapta, TGF-f ve IL-10 sinerji
gostermektedir. TGF-B, IL-10 iiretimini selektif olarak endiikler ve her iki sitokin, fagosite
edilmis mikroorganizmalarin Oldiiriilmesi ve monosit/makrofaj aktivasyonunu da
kapsayan, IFN-y‘nin aracilik ettigi pek ¢ok olay1 antagonize eder; ayrica IL-2 ve IFN-y
tiretimini ve farklilagmasini inhibe eder. TGF-B ve IL-10’un uzun siire devam eden
sekresyonlari, nonself antijenlere spesifik uzun siiren anerji durumunun endiiksiyonu ile
iliskili bulunmustur (132). TB hastalarinin plazmalarinda (126) ve MTB ile stimiile
edilmis PBMC’lerinde TGF-B ve IL-10 diizeylerinin artmis oldugu gosterilmistir (133).
MTB, direkt olarak APC’lerin IL-10 ve TGF-p iiretimini endiikleyebilir. MTB gelisimini
siirlayan enfekte monosit/makrofajlarin bu yetenegi, IL-10 ve TGF-f miktarlar1 ile ters
oranti olusturmaktadir (132).

TB’da TGF-B diizeylerindeki artig, hastaligin siddeti ile iligkili bulunmustur.
Ilerlemis pulmoner TB hastalarmin PBMC’leri, sonike edilmis MTB antijenleri ile stimiile
edildiginde; TGF-B diizeylerinin, saglikli kontrollere ve orta diizeyde ilerlemis hastaligi

bulunanlara gore anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (134).
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IL-4

IL-4, MTB’in latent hale gecisinde dnemli rol oynayan iNOS’1 asag1 ¢ekerek ve
TLR-2 ile sinyalizasyonu kapatarak makrofajlarin aktivasyonunu engeller.  Saglik
calisanlari ile yapilan bir calismada, MTB’e cevap olarak IL-4 iireten CD8+T hiicrelerinin
bulundugu kisilerde 2-4 yil icerisinde aktif hastaligin gelistigi goriilmiis; IL-4’iin hastaligin
erken evresindeki direnci yikabilecegi One siiriilmiistiir. Ayni calismada periferal kan
hiicrelerinde, kantitatif RT-PCR ya da phorbol myristate acetate (PMA) ve kalsiyum
iyonofor ile stimiilasyondan sonra akim sitometri ile tespit edilen artmis IL-4 ekspresyonu,
kaviter hastalikla uyumlu bulunmus; BAL orneklerinde akcigerleri infiltre eden
lenfositlerin sitokin profiline bakildiginda; IL-4 sekrete eden hiicre orani, kaviter hastaligi
olanlarda %14, kaviter hastaligi olmayanlarda %2-3 saptanmustir. 1L-4, farelerde Thl
cevabinin baskin oldugu lezyonlar i¢inde de gosterilmistir. Her iki durum, IL-4’{in immiin
patolojiye de katkida bulundugunu diistindiirmektedir (135).

MTB ile enfekte farelerde yapilan ¢alismalarda ilerlemis hastalik ve reaktivasyon
ile IL-4’lin artmis diizeyleri arasinda bir iliski bulunmustur. Benzer bicimde IL-4’{in asir1
tiretimi, deneysel enfeksiyonlarda doku hasarini artirirken; sentezinin inhibisyonunu,
hiicresel immiiniteyi gili¢lendirmemistir. IL4-/- farelerde, mikobakterilere karsi
duyarliligin artmadigi; bir baska ¢alismada ise hava yolu enfeksiyonundan sonra bakteri
tiremesinde ve graniiloma biiytikliigiinde artis gézlenmistir. Bu bulgular TB’da IL-4’{in
roliiniin hala oldukg¢a tartisilan konular arasinda oldugunu gdstermekte; IL-4’lin insan da
TB nedeni oldugu ya da sadece hastalik aktivitesini yansittig1 konusunda kesin bir goriis
birligi bulunmamaktadir (6).

Kemokinler

Kemokinler, enfeksiyon alanina enflamatuvar hiicrelerin toplanmasindan sorumlu
kemotaktik sitokinlerdir. Bu giine kadar 40’dan fazla kemokin ve 16’dan fazla kemokin
reseptorii tanimlanmistir (6). Kemokinler hedef hiicrelerdeki G-proteini ile eslesmis
spesifik reseptorleri araciligi ile bu proteinleri tetikleyerek sinyalizasyon kaskadini aktive
ederler ve kemotaksisi baslatirlar. Kemokinler 16kositler, makrofajlar, DC, endotel
hiicreleri gibi gesitli hiicrelerde eksprese edilirler (136). TB’daki kemokinlerin etkinligi
tizerinde bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu caligmalarda en ¢ok dikkati ¢eken kemokin, IL-8
olmustur.

IL-8

IL-8’in nétrofiller, T hiicreleri ve monositlerin, enflamasyon alanina goclinii

diizenlemede son derece etkin rolii vardir. TB hastalarinin BAL sivilarinda, plevra
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sivilarinda, plazmalarinda ve MTB ile enfekte dokularinda IL-8 ekspresyonunun artmis
oldugu bulunmustur (137). Ilging olarak, antitiiberkiiloz tedaviyi takiben aylar i¢inde BAL
stvisinda ve serumda diizeylerinin artti1 saptanmistir (6). Anti-IL-8 antikorlari ile yapilan
in vivo calismalarda, mikobakteriyel graniilloma olusumunun engellendigi gosterilmistir.
Hiicresel diizeyde, monosit / makrofajlar tarafindan bakterinin MTB’un fagositozu, 1L-8
sentezi i¢in en Onemli stimulustur. Bunun disinda, solunum epitel hiicreleri gibi hiicre
tipleri de TB’da diger IL-8 kaynaklarini olustururlar (137).

MCP-1

TB’da en 6nemli ikinci kemokin olan, monosit kemoatraktan proteinl (MCP-1),
monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenir ve bu hiicreler iizerinde etkili olur. MTB,
oncelikli olarak monositler tarafindan MCP-1’in iiretimini endiikler. MCP-1’1 eksik olan
fare modellerinde, graniiloma olusumunun inhibe edildigi gosterilmistir (138). MCP-1’e
cevap vermede basarisiz olan C-C kemokin reseptor 2 eksik olan farelerde de graniiloma
olusumunun ve Th1 tipi sitokin iiretiminin siiprese edildigi ayrica MTB ile enfeksiyondan
sonra erken Oliimiin gerceklestigi gozlenmistir.  MCP-1 konsantrasyonlari, TB’lu
hastalarin BAL 6rnekleri ile serumlarinda da artmis bulunmustur (6).

RANTES

TB’da yer alan diger bir kemokin, lenfosit, makrofaj, fibroblast, trombosit, diiz kas,
endotel ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilebilen ve CCR1, CCR3, CCR4 ve CCRS gibi
bircok kemokin reseptoriine baglanabilen RANTES’dir. Yapilan insan c¢aligmalarinda
RANTES, BAL orneklerinde saptanmistir (6). Fare modellerinde ise M.bovis’in
endiikledigi pulmoner graniilomalarin gelisimi ile iligkili bulunmustur (139).

IL-8, MCP-1 ve RANTES den baska kemokinlerin de TB’da hiicre trafiginde yer
aldigy rapor edilmistir. /n vitro ve in vivo fare ¢alismalarinda tespit edilen, MTB’in
endiikledigi diger kemokinler; makrofaj enflamatuvar proteinl-o (MIP-1a), MIP-2, MCP-
3, MCP-5, ve IP10°dur (53).

2.6. Tiiberkiiloz ve Apoptoz
MTB ve antijenlerinin endiikledigi apoptoz ile ilgili ¢alismalarda makrofaj
apoptozunun son derece dnemli oldugu ortaya konmustur. Apoptoz enfekte makrofajlarda

meydana geldiginde, canli bakteri sayisi azaldigi icin TB’a kars1 korunmada makrofaj

apoptozunun son derece kritik bir rolii vardir. Buna karsilik aktif MTB enfeksiyonu
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sirasinda MTB reaktif T hiicrelerinde apoptoz gergeklestiginde, bu hiicrelerin silinmesi ile
uzun silire devam eden diisiik T hiicre cevab1 ortaya ¢ikabilir (140).

Makrofaj apoptozu TB’a kars1 basarili bir immiin cevap igin gerekli olan
graniiloma i¢inde meydana gelmektedir. Graniilomalar, merkezde makrofajlar ve onlari
cevreleyen lenfositlerden olusan histolojik goriinlimlere sahiptir. Mikobakteri ile enfekte
makrofajlar, 1L-12, IL-18 ve IL-23 salarak Thl tipi lenfosit aktivitesinin gelisimine
yardimci olurlar. Bu lenfositler de IFN-y ve TNF-a sentezleyerek makrofajlar1 aktive
ederler. Bakterinin eradikasyonu ya da hastaligin ortaya ¢ikip ¢ikmamasi, makrofajin
mikobakterisidal aktivitesi ile mikobakterinin viriilans faktorleri arasindaki dengeye
baghdir. Graniiloma, 6lmekte olan makrofajlar ile onlarin yerini alan yeni aktiflesen
monositlerden meydana gelen dinamik bir olusumdur. Lenfositler de makrofajlara benzer
bicimde siirekli degisim gosterirler. Apoptotik makrofaj ve lenfositlerin her ikisi de
graniiloma i¢inde goriilebilir. TB’da graniilomalarin merkezinde kazeifikasyon nekrozu
bulunur. Bu bolgeyi siirlayan alanda ¢ok fazla sayida apoptotik makrofajlar goriilebilir
(141).

Apoptoz, sitokrom c¢’nin mitokondriyal salinimini ve kaspaz 9’un aktivasyonunu
kapsayan hiicre i¢i sinyallerle ya da hiicre yiizeyinde eksprese edilen 6liim reseptorlerinin
stimiilasyonu ve kaspaz 8’in aktivasyonunu saglayan hiicre dis1 sinyallerle tetiklenen bir
yol ile gerceklesir. Graniiloma ig¢indeki makrofajlar, pro-apoptotik molekiil Bax’1 eksprese
ederler; anti-apoptotik molekiil Bcl-2’yi eksprese etmezler. Bax, graniiloma iginde
meydana gelen hipoksi gibi stres faktorleri tarafindan diizenlenen hiicre i¢i sinyallerle
tetiklenen apoptoz yolunu aktive eder. Ayrica makrofajlarin ¢evresinde bulunan lenfositler
tizerinde TNF-a ve Fas L ekspresyonunun artmasi, p55 TNFR ve Fas 6liim reseptorlerini
uyarir (141).

TB’da makrofaj apoptozu ile ilgili ¢ok sayida arastirmalar yapilmistir. Placido ve
arkadaglari TB hastalarinin BAL 06rneklerinde apoptotik alveolar makrofaj sayisinin
artigint HIV ve TB ko-enfeksiyonu olan olgularda bu artisin daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (142). Bu bulgular Klinger ve arkadaslar1 (143) tarafindan da dogrulanmas;
ayrica TB ile iligkili apoptozun, apoptoz inhibitérii bcl-2’nin asagi cekilmesi ile
gerceklestigi gosterilmistir. Keane ve arkadaglari (144) ise DNA fragmantasyonunun
saptandii TUNEL teknigi ile TB’lu hastalarin akciger dokularinda bulunan
graniilomalarin periferlerindeki hiicrelerin  %50’den fazlasinda apoptoz olustugunu

bildirmislerdir.
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Apoptoza giden makrofajlarda, hiicre i¢i mikobakteriler oldiiriiliir ancak nekroza
giden makrofajlarda 6liim ger¢eklesmez. Bu nedenle mikobakteriler, canli bakteri sayisini
azaltan makrofaj apoptozundan korunmak i¢in farkli stratejiler gelistirirler. TNF-o’nin
nodtralizasyonunu saglayan soliibl TNFR2 sekresyonunu; Mcl-1 gibi anti-apoptotik
molekiillerin diizeylerini artirirlar. Bad gibi proapoptotik molekiillerin inaktivasyonunu
saglarlar.

Ayrica mikobakteriyel bir antijen olan ManLAM ve onun reseptdrii DC-SIGN ile
DC’in asag1 cekilmesine; bdylece spesifik immiin cevap inhibe edilerek T lenfosit
aktivasyonunda azalma ve bunun sonucunda da makrofaj apoptozunda azalma meydana
getirebilirler (141).

Yapilan caligmalar, TB’da T hiicre apoptozunun da arttigin1 ortaya koymustur.
TB’lu hastalarin PBMC’leri ile yapilan in vitro ¢aligmalarda, diisiikk T hiicre cevabinin,
spontan ya da MTB’in endiikledigi apoptoz ile baglantili oldugu gosterilmis; bu apoptoz,
MTB’in stimiile ettigi [IFN-y ve IL-2 iiretiminin azalmasi ile de iliskili bulunmustur. MTB
enfeksiyonlarinda Thl hiicrelerinin CD95 aracili deplesyonu, etkene karsi koruyucu

immiinitenin zayiflamasi ve hastaliga duyarliligin artis1 ile sonuglanmaktadir (53).

2.7. HIV-TB koenfeksiyonu

HIV/AIDS pandemisi, tiim diinyada morbidite ve mortalite artis1 ile birlikte TB’un
sikliginda artisin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. TB, AIDS olgularinda baslica 6liim
nedenlerinden (%30) biridir. AIDS hastalarinda goriilen bagisikliZin  baskilanmasi,
MTB’de ortaya c¢ikan diren¢ sorunu, antiretroviral-antitiiberkiiloz ila¢ etkilesimi, ilag
toksisitesi, artan ilag sayist nedeniyle tedaviye uyumun giiglesmesi ve mortalite HIV-TB
koenfeksiyonu olan olgularda baslica sorunlardir.

HIV ile enfekte kisilerde, latent enfeksiyonun reaktivasyonunda oldugu gibi
onceden kazanilmis enfeksiyonlarin hizli gelisim riski artmistir.  HIV pozitif TB
olgularinda HIV negatif TB hastalarina gore, ekstrapulmoner veya dissemine hastaligin
daha yiiksek oranda ortaya c¢iktigi; tiiberkiilin deri testinin daha sik yanlis negatif
degerlendirildigi; akciger grafilerinde atipik goriintiiler saptandigi; kaviteli akciger
lezyonlarimin daha seyrek goriildiigii; ilaca bagl yan etkilerin daha yiiksek oranda ortaya
ciktigi; AIDS ile iliskili belirtilerin varligit ve Oliim oraninin daha yiiksek oldugu

bilinmektedir.
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HIV enfeksiyonu, TB immiinitesinde onemli rol oynayan CD4+ T hiicrelerinin
azalmasina; ayrica CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde fonksiyonel bozukluklara neden olur.
Benzer sekilde, TB da HIV enfeksiyonunun asemptomatik evreden AIDS’e ve Oliime
dogru ilerleyisini hizlandirir. TB enfeksiyonuna cevap olarak graniiloma i¢inde aktive olan
makrofajlar tarafindan salgilanan TNF-a, T hiicrelerinde HIV replikasyonunun en 6nemli
aktivatoriidir (53).

HIV, gp 120 antijeni ile CD4+ molekiillerine baglanarak T hiicrelerini enfekte eder.
Boylece antijenin MHC sinif-I1 yolu ile CD4+ T hiicrelerine sunulmasi ve MTB’in soliibl
antijenlerine konak cevabi olumsuz etkilenir. HIV enfeksiyonlari, Thl cevabini asagiya
ceker. TB ve HIV’e koenfekte olan kisilerin PBMC’lerinde IFN-y, IL-2 ve IL-4 sliprese
edilir fakat IL-10 diizeyleri, HIV ile enfekte hastalarda farklilik gostermez Siiprese Thl
cevaby, bilindigi gibi hiicre i¢i enfeksiyon duyarliligina yol agmaktadir (145).

2.8. Tiiberkiiloz iImmiinogenetigi

TB’a duyarlilik multifaktdriyeldir. Insan 16kosit antijenleri (HLA); HLA disindaki
genler ve gen trlinleri, TB’a duyarlilik ile iligkilendirilen genetik markerlerdir.

Insan 16kosit antijen (HLA) kompleksi

TB ile iliskili ilk genetik calismalar, HLA iizerinde yapilan ¢aligsmalardir. HLA-
DR2 (subtipi DRB1*1501) ve DQ1 (DQB1*0503) antijenleri pulmoner TB ile iliskili
bulunmustur (146).

Nramp-1 geni

Dogal direng ile iliskili makrofaj proteini (Nramp) sitozol gibi intraselliiler
kompartmanlardan, NO’in olustugu yer olan fagolizozom gibi daha asidik ¢evrelere nitritin
taginmasinda rol oynayan oldukca dnemli bir molekiildiir. Molekiiler agirligi 60 kDa olan
hidrofobik bir proteindir. Iyon kanallar1 ve transportta rol alan diger komponentlerle
benzer yapisal Ozelliklere sahiptir (147). Nramp’taki defektler, mikobakterilere karsi
duyarliligr artirmaktadir. Mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi duyarli olan ¢ocuklarda
Nramp-1 gen mutasyonlarinin fazla oldugu gosterilmistir (148). Pulmoner ve spinal TB’lu
hastalar da yapilan bir ¢alismada Nramp-1 geni ile pulmoner ve spinal TB’a duyarlilik
arasinda da iliski bulunmustur. Bati Afrika’da yapilan bir calismada, Nramp
polimorfizmleri ile latent enfeksiyonlu hastalarda aktif TB gelisme riski arasinda da kesin

bir baglant1 oldugu gosterilmistir (53).
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Vitamin D reseptor (VDR)

Epidemiyolojik ¢aligmalarda, vitamin D yetmezligi ile TB duyarlilig1 arasinda iliski
bulundugu gosterilmistir. Vitamin D’nin aktif formu 1,25 dihidroksivitamin D3 [1,25
(OH)2D3] immiinmodiilatér bir hormondur. Monositler iginde MTB {iiremesinin
inhibisyonunda, lenfosit proliferasyonunun siipresyonunda, immiinglobiilin iiretimi ve
sitokin sentezinde rol oynar.

Vitamin D, vitamin D reseptoér (VDR) aracilig: ile etkinlik gosterir. Bu reseptor,
monositler, T ve B lenfositler lizerinde bulunur. VDR gen variyantlari ile TB arasindaki
iligkinin arastirildig1 ¢alismalarda, 1,25 (OH)2D3’iin artisi ile iliskili olan VDR genotip
“TT” kodon 352’nin saglikli kontrollerde anlamli olarak artis1 gézlenmis ve vitamin D’nin
TB’a kars1 korumada rol oynadigi hipotezi giiclii bir sekilde desteklenmistir (146).

Mannoz baglayan lektin (MBL)

MBL, yapisal ve fonksiyonel olarak opsonin aktivitesine sahip olan Clq’ya
benzemektedir.  Saglikli kontrollerde, TB hastalarinin serumlarindan daha diisiik
miktarlarda MBL bulunmustur. Gliney Afrika popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada,
homozigot MBL-G54D alleli, eriskin kisilerde, pulmoner TB’a kars1 (pulmoner TB’da
%28, TB’lu hastalarda %13), pediyatrik popiilasyonda ise TB menenjite karst giiglii
koruyucu etkinlik sagladigi gosterilmistir. Gambia’da yapilan bir ¢alismada ise MBL-
G57D variyanti ile TB direnci arasinda iliski bulunmustur (146).

Sitokin genlerindeki polimorfizm ile TB duyarlili§1 arasindaki iligkiyi belirlemek
amaciyla TNF-o, TNF-B, IL-1B ve IL-1Ra, IFNgR1, IFNgR2, IL12p40 ve IL-12RB1 gibi
cesitli sitokinlerle ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Sitokin gen polimorfizmi ve TB
duyarliligt ve gelisimi arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla hastaligin farkli klinik
formlarda seyrettigi 81 TB olgusu ile saglikli kisiden olusan kontrol grubunda sekans
spesifik primerlerin kullanildigi PCR ile (PCR-SSP) arastirdigimiz ¢alismamizda; 1L-6, IL-
10, IFN-y, TGF-f ve TNF-a’da gen polimorfizmlerini arastirdifimiz caligmamizda;
saglikli kontroller ile karsilastirildiginda hasta grubunda daha az IL-10 {ireten genotiplerin
azaldig1 (%64’°e karsilik %37, p:0,003). IL-10-1082 G allel frekansinin, TB hastalarinda
saglikli kontrollere gore daha yaygin oldugu gosterilmistir (%37,7’ye karsilik %23,
p:0,014). Bu sonuglar IL-10 genindeki polimorfizmlerin TB’a duyarliligi

etkileyebilecegini ve hastaligin gelisme riskini artirabilecegini diisiindiirmektedir (149).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz
Anabilim Dal1 ile Bursa Tiirkan Akyol Go6giis Hastaliklar1 Hastanesi’ne bagvuran; tiimiinde
plevral effiizyon saptanmis; daha 6nce tedavi uygulanmamis TB plorezili 35 hasta (hasta
grubu) ve kanser, pndmoni, konjestif kalp yetmezligi tanis1 konulan 53 kisiden (kontrol
grubu) olusan toplam 88 olgu alindi. Tim hastalara ¢alisma hakkinda bilgi verildi ve
onay1 alinan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Olgularin tlimiine torasentez uygulanarak alinan plevra sivisi 6rneklerinde; dansite,
glikoz, total protein, alblimin, laktik dehidrogenaz ve kolesterol dl¢limleri yapildi; hiicre
sayist belirlendi. Hiicre tipi i¢in Giemsa; nonspesifik etkenler icin Gram; direkt ve teksif
ile aside direngli bakteri (ARB) arastirmak i¢in Erlich-Ziehl-Neelsen yontemi ile boyali
preparatlar hazirlandi. Ayrica MTB ve diger etkenlerin kiiltiirli icin uygun besiyerlerine
ekimler yapildi. Biyokimyasal tetkikler sonrasi eksiida 6zelliginde oldugu anlasilan plevra
stvis1 Orneklerinde, sitolojik inceleme yapildi ve bu olgulardan histopatolojik inceleme igin
pariyetal plevradan igne biyopsisi ile 0rnekler alindu.

TB plorezili hastalarin tanisinda plevra biyopsi ve plevra sivis1 6rneklerinde ARB
saptanmasi ve/veya kiiltirde MTB tiremesi; malign efiizyonlarin tanisinda plevra sivisinin
sitolojik inceleme ve/veya pariyetal plevra biyopsi materyalinin histopatolojik analiz
sonuglari; transtidatif plevral eflizyonlarin tanisinda ise Light kriterleri dikkate alindi.

Plevra sivis1 ornekleri, bekletilmeden Immiinoloji laboratuvari’nda isleme alindi;
1650 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi; slipernatan ayrilarak ekstraselliiler sitokin, sFas ve
sFasL Ol¢timleri yapilana kadar -80°C’de saklandi.

Sedimentte kalan hiicreler, %10 FCS igeren zenginlestirilmis RPMI-1640 besiyeri
(cRPMI-1640) [Ek:1] ile siispansiyon haline getirildi; hiicre siispansiyonunun bir kismi
akim sitometri ile lenfosit alt gruplar1 degerlendirildi; kalani ise T hiicre kiiltiirleri i¢in

isleme alind1.

3.1. Lenfosit Alt Gruplarinin Degerlendirilmesi

Calismada her Ornek i¢in 11 adet akim sitometri tiipii (70x15 mm) kullanildi.
Tiiplere plevra sivisi siispansiyonlarindan 100 pl (10° hiicre) aktarildi. Insan mononiikleer

hiicre yiizey markerlerine kars1 farelerden elde edilmis fluorescein isothiocynate (FITC)
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veya phycoerythrin (PE) ile isaretli monoklonal antikorlardan (IgG1-FITC/IgG1-PE, CD3-
FITC/CD4-PE, CD3-FITC/CD8-PE, CD4-FITC/CD25-PE, CD4-FITC/CD69-PE, CD8-
FITC/CD25-PE, CDS8-FITC/CD69-PE, TCRyd-FITC/CD25-PE, TCRyd-FITC/CD69-PE,
CD3-FITC/CD16+56+PE, CD95-FITC/CD19-PE) 10’ar pul ilave edildi. Tiipler oda
sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildikten sonra eritrositleri lize eden,
16kositleri ve membranlarini stabilize eden reaktifleri [[mmunoPrepTM, Beckman/Coulter,
Amerika Birlesik Devletleri(ABD)] iceren, Multi-Q Prep sisteminden (Beckman/Coulter,
ABD) gecirildi. Lenfosit alt gruplar1 akim sitometrede (Epics XL.MCL, Beckman/
Coulter, ABD) degerlendirildi (Sekil-2).

3.2. Mononiikleer Hiicre Kiiltiirleri

Plevra hiicre siispansiyonlarindan ficoll (Biochrom, Berlin, Almanya) ile dansite
gradient santriflij yontemi kullanilarak mononiikleer hiicreler elde edildi. Hiicreler 3 kez
yikandi ve cRPMI-1640 ile sulandirilarak hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayis1 5x10° hiicre/
500 pl olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonlarindan; 48 kuyulu mikroplaytlere, her
ornek i¢in 5 kuyu kullanilmak tizere 500°er pl dagitildi.

Hiicreleri stimiile etmek i¢in kuyulara sirasiyla PHA (2 pg/ml, SIGMA, L-9017),
PPD (5 pg/ml, Statens serum Institut, Tuberculin department, Copenhagen, Denmark),
ESAT-6 (5 pg/ml, Dr. Adam Whcian (Veterinary Laboratory agency, Lussex, England) ve
CFP-10 (5 pg/ml, Dr. Adam Whcian (Veterinary Laboratory agency, Lussex, England)
eklendi ve hiicreler %5 CO,’li etiivde 37°C de enkiibe edildi.

Herhangi bir stimiile edici ajan ilave edilmeyen 5. kuyudaki hiicreler ise kontrol
amaciyla kullanildi. Ekstraselliiler sitokinlerin degerlendirilmesi i¢in kiiltiir siipernatanlari,
PHA ile stimiile edilen hiicrelerde 2. giiniin sonunda; PPD, ESAT-6 ve CFP-10 ile stimiile
edilen hiicrelerde ise 5. giinlin sonunda toplandi ve degerlendirme yapilana kadar -80°C
derin dondurucuda saklandi. Kalan hiicreler taze cRPMI-1640 ile toplam hacmi ~ 500 pl
olacak sekilde yeniden siispanse edildi. Intraselliier sitokinlerin degerlendirilmesi icin
PMA (2,5 pg/ml) ve ionomisin (20 pg/ml) ilave edilerek hiicreler tekrar stimiile edildi; %5
CO™1i etiivde 37°C’de enkiibe edilen hiicrelere 4. saatin sonunda Brefeldin A (20 pg/ml)

eklendi. Hiicreler 6. saatin sonunda toplanarak, hiicre i¢i sitokin dl¢timii i¢in hazirlandi.
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3.3. Intraselliiler Sitokin Olgiimleri

CD3+ T hiicrelerinin hiicre iginde sentezledigi IFN-y, IL-4, IL-10 ve IL-13’iin
degerlendirilmesi amaciyla PHA, PPD, ESAT-6, CFP-10 ile stimiile edilmis ve stimiile
edilmemis (us; kontrol) hiicreler i¢in 5’er akim sitometri tiipii kullanildi. Tiplere hiicre
siispansiyonlarmdan 100’er pl (10°) aktarildi. Membran yiizeyindeki boyamalari saptamak
icin izotip kontrol tiipiine 10 pl FITC ile konjuge monoklonal antikor (anti-IgG1 FITC);
diger tiiplere ise 10’ar pl FITC ile konjuge monoklonal CD3 antikoru (anti-CD3 FITC)
ilave edildi. Oda sicakliginda karanlikta 15 dakika enkiibe edilen tiiplere 100 pl %S5,5
formaldehit iceren fiksasyon reaktifinden (Reaktif 1, Intra PrepTM Immunotech/Coulter,
Fransa) eklendi ve tekrar 15 dakika oda sicakliginda karanlikta enkiibasyondan sonra 4ml
PBS ilave edilerek 5 dakika 300xg’de santrifiije edildi. Siipernatan atildiktan sonra iizerine
100 ul PBS ile tamponlanmis saponin bazli permeabilize lizing reaktifi [Reaktif 2, Intra
PrepTM (Immunotech/Coulter), Fransa] eklenen tiipler 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Intraselliiler sitokinleri saptamak igin ilk tiipe (izotip kontrolu) 10 ul PE ile
konjuge monoklonal sitokin antikorlar1 (anti-IFN-y PE, anti-IL-4 PE, anti-IL-10 PE ve
anti-IL-13 PE) 10’ar ul ilave edildi. Tiipler 15 dakika oda sicakliginda karanlikta enkiibe
edildikten sonra tizerlerine ~ 3 ml PBS ilave edilerek 5 dakika 300xg’de santrifiij edildi.
Stipernatan atildiktan sonra kalan hiicreler, %5 formaldehit iceren PBS ile tekrar siispanse

edildi ve akim sitometri ile degerlendirildi (Sekil-3).

3.4. Ekstraselliiler Sitokin Ol¢iimleri

Plevra sivisi ve hiicre kiiltiir slipernatanlarindaki sitokinler (IFN-y, IL-12, IL-18,
IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-13,) ile sFas (CD95), sFasL diizeyleri, ticari kantitatif sandvig
enzyme immunosorbentassay (ELISA) kitleri (BML sistems, DIACLONE, Fransa)
kullanilarak; iiretici firma tarafindan oOnerilen protokole gore Olgiildi. Bu kitlerle
saptanabilir en diisiik diizeyler IFN-y icin 1,5 pg/ml, IL-12 i¢in 20 pg/ml, IL-18 i¢in 45
pg/ml, IL-8 i¢in 25 pg/ml, TNF-a i¢in 10 pg/ml, IL-4 i¢in 1,32 pg/ml, IL-10 i¢in 0,99
pg/ml, IL-13 i¢in 0,73 pg/ml, sFas (CD95) icin 47 pg/ml, sFasL i¢in 12 pg/ml olarak
belirtilmekte idi. Standart egrilerin ¢izilmesi ve kantitatif degerlerin saptanmasinda MS

Eksel programi kullanilda.

43



3.5. Istatiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim
Dali’nda istatiksel olarak degerlendirildi.  Ortalama ve standart hatay1r kapsayan
tanimlayici istatistikler yapildi. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinden yapilan intraselliiler ve
ekstraselliiler sitokin degerlendirmeleri ile plevral siv1 ekstraselliiler sitokin dl¢timlerinde,
grup degiskenleri arasinda non parametrik bir test olan Mann-Witney-U testi kullanildu.
Plevral s1vi monontikleer hiicre alt gruplarinin degerlendirilmesinde, CD3 ve TCRa igin

bagimsiz ornek T testi; diger alt gruplar i¢in ise Mann-Witney-U testinden yararlanildi.
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Sekil-2:Plevra sivis1 mononiikleer hiicre alt gruplarinin akim sitometri ile yapilan

degerlendirmelerinden 6rnekler
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Sekil-3:PHA, PPD, CFP-10, ESAT-6 ile stimiile edilmig plevra sivisi CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IFN-y, IL-10, IL-13, IL-4 sonuglarindan 6rnekler
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4. BULGULAR

Calismanin ilk basamagi olan plevra sivist mononiikleer hiicre kiiltlirleri i¢in hasta
ve kontrol gruplarina ait 10’ar olgu alindi. TB plorezili (hasta grubu) olgularin 2’si kadin
8’1 erkek olup yas ortalamas1 51,4 + 22; kontrol grubunda bulunan olgularin ise 3’i kadin
7’si erkek olup yas ortalamasi 60 + 8,4 idi. Hiicre kiiltiirleri yapilan kontrol grubu
olgularmin 4’ adenokarsinom (AK), 2’si kii¢iik hiicreli brons kanseri (KHBCa), 4’ii ise

yasst1 epitel hiicreli karsinom (YEHK) tanis1 almist1 (Tablo-3).

Tablo-3: Mononiikleer hiicre kiiltiirleri yapilan olgularin demografik ozellikleri

HASTA GRUBU KONTROL GRUBU
Sira Sira

No 1Isim Yas Cinsiyet Tam No Isim  Yas Cinsiyet Tam

TB
1 MA. 50 E plorezi 1 U.E. 57 E KHBCa
2 OTD. 78 E " 2 T.A. 45 E AK

3 SA. 55 E " 3 F.B. 59 K  YEHK
4 ZX. 31 E " 4 N.Y 64 E "

5 Y.C. 49 E " 5 AC. 55 E "

6 G.T. 25 K " 6 V.S. 72 K "

7 APY. 80 E " 7 S.K. 56 E AK

8 E.A. 55 E " 8 M.C. 55 E KHBCa
9 BY. 17 K " 9 B.Y. 66 K AK

10 AY. 74 E " 10 NK. 72 E “
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Ekstraselliiler sitokin degerlendirmeleri

Ekstraselliiler IFN-y, IL-10, IL-13 ve IL-4 diizeyleri, plevra sivist mononiikleer
hiicrelerinin PHA, PPD, CFP-10, ESAT-6 ile stimiile edilmis ve US Kkiiltiir
stipernatanlarinda ol¢tldi.

TB plorezili hastalarda IFN-y diizeyleri, PHA ile stimiile edilen kiiltiirlerde 285 +
154,8 pg/ml; PPD ile stimiile edilenlerde 364,4 + 141,3 pg/ml; CFP-10 ile stimiilasyon
sonucu 173,8 + 173,5 pg/ml; ESAT-6 ile stimiilasyon sonucu 262,5 + 167,9 pg/ml ve US
kiiltiirlerde 6,3 £+ 7,4 pg/ml bulundu. Stimiilasyon amaciyla kullanilan tiim peptidlerin, US
hiicreler ile karsilastirildiginda ekstraselliiller IFN-y diizeylerinde belirgin artisa neden
oldugu saptandi (Tablo-4, Sekil-4,5).

Kontrol grubunu olugturan malign pldrezi olgularinda da IFN-y diizeyleri, PHA ile
stimiile edilenlerde 134 + 78,8 pg/ml; PPD ile stimiile edilen kiiltiirlerde 98,3 + 91,3
pg/ml; CFP-10 ile stimiilasyon sonucu 63,4 + 74,4 pg/ml; ESAT-6 ile stimiilasyon sonucu
75,6 + 83,6 pg/ml ve US Kkiiltiirlerde 4,9 + 5,9 pg/ml bulundu. Hasta grubundaki gibi
belirgin olmamakla birlikte; kontrol grubunda da US hiicrelere gére PPD, CFP-10, ESAT-
6 ve PHA ile stimiile edilenlerin ekstraselliiler IFN-y diizeylerinde artis oldugu goriildii
(Tablo-4, Sekil-4,5).

Tablo-4:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiler IFN-y diizeyleri

(pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi
PHA 285 + 154,8%* 134 + 78,8
PPD 364,4 + 141,3** 98,3+91,3
CFP-10 173,8+173,5 63,4+ 74,4
ESAT-6 262,5+167,9% 75,6 + 83,6
UsS 6,3+74 49+59

*p<0.05 ** p<0.001

48




600 - IFN-y

500 -

400 -

300 - W TB plorezi
200 - B Malign plorezi

= =
PHA PPD CFP-10  ESAT-6 US

Sekil-4:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliller IFN-y diizeyleri
(pg/ml)
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Sekil-5:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiler IFN-y diizeylerinin

karsilastirilmasi
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PHA ile stimiile edilen hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan ekstraselliiler
IFN-y diizeyleri karsilastirildiginda; TB plorezili hastalarda IFN-y diizeylerinin, malign
plorezi (kontrol) grubuna gore yaklasik iki kat arttigi (Tablo-4, Sekil-6); bu artigin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu gosterildi (p<0,05).
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Sekil-6:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda PHA ile stimiillasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IFN-y diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,05)

PPD ile stimiile edilen plevra hiicrelerinin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IFN-y diizeyleri karsilagtirildiginda; hasta grubunda IFN-y diizeylerinin,
kontrol grubuna gore yaklasik 3,7 kat arttigi (Tablo-4, Sekil-7); bu artisin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu belirlendi (p<0,001).
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Sekil-7:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda PPD ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IFN-y diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,001)
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CFP-10 ile stimiile edilen mononiikleer hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarinda
saptanan ekstraselliiler IFN-y diizeyleri karsilastirildiginda; TB plorezili hastalarda IFN-y
diizeylerinin, malign plorezili olgulara gore yaklasik 2,7 kat artmis olmasina ragmen

(Tablo-4, Sekil-8); bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gosterildi.
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Sekil-8:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda CFP-10 ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IFN-y diizeylerinin karsilastirilmasi

ESAT-6 ile stimiile edilen plevra hiicrelerinin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IFN-y diizeyleri karsilagtirildiginda; hasta grubunda IFN-y diizeylerinin,
kontrol grubuna gore yaklasik 3,5 kat arttigi (Tablo-4, Sekil-9); bu artisin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil-9:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ESAT-6 ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IFN-y diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,05)
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TB plorezili hastalarda plevra hiicrelerinin kiiltiir slipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IL-10 diizeyleri, PHA ile stimiile edilenlerde 150 + 127,7 pg/ml; PPD ile
stimiilasyon sonucu 192,7 + 130,4 pg/ml; CFP-10 ile stimiile edilenlerde 83,8 + 124,4
pg/ml; ESAT-6 ile stimiilasyon sonucu 90,3 + 92,7 pg/ml; US kiiltiirlerde ise 11,7 = 15,1
pg/ml bulundu (Tablo-5, Sekil-10).

Kontrol grubunu olusturan malign plorezi olgularinda IL-10 diizeyleri, PHA ile
stimiile edilenlerde 168 + 158,9 pg/ml; PPD ile stimiile edilen kiiltiirlerde 42,7 + 54 pg/ml;
CFP-10 ile stimiilasyon sonucu 7,5 + 8,7 pg/ml; ESAT-6 ile stimiilasyonda 10 + 13,5
pg/ml ve US kiiltiirlerde 4,1 + 5,2 pg/ml bulundu (Tablo-5, Sekil-10).

Tablo-5:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiler IL-10 diizeyleri

(pg/ml)
TB plorezi Malign plorezi

PHA 150 + 127,7 168 + 158,9
PPD 192,7+130,4* 42,7 + 54
CFP-10 83,8+ 1244 7,5+8,7
ESAT-6 90,3 + 92,7* 10+ 13,5
UsS 11,7+ 15,1 41+5,2
#p<0,05

350 - IL-10

300 - T

250 +

200 - @ TB plorezi

150 - B Malign plorezi

100 -

50 -
0 I
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 US

Sekil-10: TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliller IL-10 diizeyleri

(pg/ml)
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PHA ile stimiile edilen hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan ekstraselliiler
IL-10 diizeyleri karsilastirildiginda; TB plorezili hastalarin IL-10 diizeyleri, malign plorezi
(kontrol) grubuna gore azalmis bulundu. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi

(Tablos, Sekil-11).

600 - PHA

W B W
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%o

TB plorezi Malign plorezi

Sekil-11: TB plorezi ve malign plorezi olgularinda PHA ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IL-10 diizeylerinin karsilastirilmasi

PPD ile stimiile edilen plevra hiicrelerinin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IL-10 diizeyleri karsilastirildiginda; hasta grubunda IL-10 diizeylerinin
kontrol grubuna gore yaklasik 4,5 kat arttig1 (Tablo-5, Sekil-12); bu artisin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu saptandi (p<0,05).

400 -
PPD
¢
300 -
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2200 -
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TB Plorezi Malign plorezi

Sekil-12:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda PPD ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IL-10 diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,05).
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CFP-10 ile stimiile edilen mononiikleer hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IL-10 diizeyleri karsilagtirildiginda; TB plorezili hastalarda IL-10
diizeylerinin, malign plorezili olgulara gore belirgin bicimde artmis olmasina ragmen

(Tablo-5, Sekil-13); bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gosterildi.

300 - CFP-10
L 4
250 -
= 200 -
§ 150 -
= 100 -
50 -
0 % —f=
TB plorezi Malign plorezi

Sekil-13: TB plorezi ve malign plorezi olgularinda CFP-10 ile stimiilasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IL-10 diizeylerinin karsilastirilmasi

ESAT-6 ile stimiile edilen plevra hiicrelerinin kiiltiir siipernatanlarinda saptanan
ekstraselliiler IL-10 diizeyleri karsilastirildiginda; hasta grubunda IL-10 diizeylerinin,
kontrol grubuna gore yaklasik 9 kat arttigi (Tablo-5, Sekil-14); bu artisin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil-14:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ESAT-6 ile stimiillasyon sonucu

saptanan ekstraselliiler IL-10 diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,05).
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TB plorezi ve malign plorezi olgularinda hiicre kiiltiir siipernatanlarindaki
ekstraselliiler IL-13 diizeyleri karsilastirildiginda; TB plorezi grubunun PPD ve CFP-10
ile stimiile edilen hiicre kiiltiir stipernatanlarindaki ekstraselliiler IL-13 diizeyleri, malign
plorezi grubuna gore artmigken; PHA ve ESAT-6 ile stimiile edilenlerde, malign plorezi
grubuna gore azalmig degerler bulundu (Tablo-6, Sekil-15). Gruplar arasindaki bu farklar

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo-6:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiler IL-13 diizeyleri

(pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi
PHA 109 £ 94,1 159+ 111
PPD 55,8 +542 19,1 £27,8
CFP-10 18,7+27.4 16,6 + 38,7
ESAT-6 16 +24 21,9+ 46
US 0 2,6 +3.,8
300 IL-13
250 -
200 -
B TB plorezi
150 - . .
[ Malign plorezi
100 -
50
0 i —
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 US

Sekil-15:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiller IL-13 diizeyleri
(pg/ml)

56



TB plorezi ve malign plorezi olgularinda PHA, PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile
stimiilasyon sonucu saptanan ekstraselliller IL-4 diizeyleri oldukca diisiikk bulundu.
Ozellikle CFP-10 ve ESAT-6 ile elde edilen sonuglar ¢ogu dlciilebilir diizeylerin altinda
idi. TB plorezi grubunda PHA ve PPD ile stimiilasyon sonucu saptanan IL-4 diizeyi,
malign plorezi grubuna gore azalmis olmakla beraber; bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (Tablo-7, Sekil-16).

Tablo-7:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiler IL-4 degerleri (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi
PHA 20,1+ 48,8 27,8 £36,3
PPD 0,2+0,5 12,5 + 37
CFP-10 0 0,8+1,2
ESAT-6 (pg/ml) 0 0,8+1,3
US (pg/ml) 0 0,8+1,8
80 IL-4
704 +
60 -
50 - -
@ TB plorezi
40 -
B Malign plorezi
30 -
20 +
10 -
0 i - e il T
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 US

Sekil-16:TB plorezi ve malign plorezi olgularinda ekstraselliiller IL-4 diizeyleri

(pg/ml)
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Intraselliiler sitokin degerlendirmeleri

Plevra sivis1 mononiikleer hiicrelerinin PHA, PPD, CFP-10, ESAT-6 ile stimiile
edilmis ve US kiiltiirlerinden elde edilen CD3+ T hiicrelerinde; intraselliiler [FN-y, IL-10,
IL-13 ve IL-4 degerlendirmeleri akim sitometri ile yapildi.

PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile edilen CD3+ T hiicrelerinde saptanan
intraselliiler IFN-y diizeyleri, TB plorezi olgularinda malign plorezi grubuna gore artmis
bulundu. Bu artiy PPD ile stimiilasyon sonucu yaklasik 3 kat (p<0,002); CFP-10 ile
yaklagik 2,5 kat (p<0,005); ESAT-6 ile 3 kat (p<0,0001) olup; istatistiksel olarak da
anlaml idi. PHA ile stimiilasyon sonucu ise gruplar arasinda belirgin bir fark saptanmadi
(Tablo-8, Sekil-17).

Tablo-8:TB plorezi ve malign plorezi olgularina ait CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IFN-y sonuclar1 (%)

TB plorezi Malign plorezi
PHA 13,2+48 12+11,6
PPD 13+ 6* 45+4)5
CFP-10 9 +4,5%* 3,629
ESAT-6 12,5 4+ 4, 3%** 4+41
US 1,4+0,4 1,1 £0,9

*p<0,002 ** p<0,005 *** p<0,0001
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% IFN-y

20 -

13 @ TB plorezi

10 - @ Malign plorezi

PHA PPD CEFP-10 ESAT-6 US

Sekil-17:TB plorezi ve malign plorezi olgularina ait CD3+ T hiicrelerinde

intraselliiler IFN-y sonuc¢lari (%)

TB plorezili hasta grubunda stimiilasyon amaciyla kullanilan tiim peptidlerin, US
hiicrelere gore intraselliiler IFN-y diizeylerinde artisa neden oldugu saptandi (Tablo-8,
Sekil-18).

Malign plorezili (kontrol grubu) olgularda da US hiicreler ile karsilastirildiginda;
tim peptidlerin, intraselliiller IFN-y diizeylerinde artisa neden oldugu; ancak bu artisin
PHA disindaki peptidler i¢in hasta grubuna gore diisiik kaldig: belirlendi (Tablo-8, Sekil-
18).
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Sekil-18:TB plorezi ve malign plorezi olgularina ait CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IFN-y sonu¢larimin karsilastirilmasi
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PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile edilen CD3+ T hiicrelerinde saptanan
intraselliiler IL-10 diizeyleri, TB plorezi olgularinda malign plorezi grubuna gore artmis
bulundu. Bu artig PPD ve CFP-10 ile stimiilsyon sonucu yaklagik 1,5 kat (sirasiyla
(p<0,05) ve (p<0,01) ); ESAT-6’da ile yaklasik 2,5 kat (p<0,05) olup; istatistiksel olarak
da anlamli idi. PHA ile stimiilasyon sonucu ise gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo-9,

Sekil-19).

Tablo-9:TB plorezi ve malign plorezi olgularina ait CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IL-10 sonuclari (%)

TB PLOREZI MALIGN PLOREZI
PHA 83+53 83+5,5
PPD 9,6 + 4* 59+27
CFP-10 6,4 + 2%* 3,9+2,1
ESAT-6 55+3,2% 23+1,6
US 3,7+2,1 2,5+ 1
*p<0,05 ** p<0,01
16 IL-10
14 -
12 -
10 -
@ TB plorezi
i | B Malign plérezi
4 i
2 i
0 i
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 US

Sekil-19:TB plorezi ve malign plorezi olgularina ait CD3+ T hiicrelerinde

intraselliiler IL-10 sonuclari (%)
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PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile edilen CD3+ T hiicrelerinde saptanan
intraselliiler IL-13 diizeyleri, TB plorezi (hasta) grubunda kontrol grubuna gore artis; PHA
ile stimiilasyon sonucu minimal azalma gosterdi. Ancak gruplar arasindaki farklar,

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo-10, Sekil-20).

Tablo-10:TB plorezi ve malign plorezi olgularmma ait CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IL-13 sonuclar1 (%)

TB PLOREZI MALIGN PLOREZI
PHA 6,7+3,3 79+72
PPD 45+24 3,8+2,5
CFP-10 4+21 29+1,8
ESAT-6 3,7+ 1,9 25+1,7
UsS 21+1,7 2+1
16 -
- 1L-13
14 -
12 -
10
3 @ TB plorezi
@ Malign plorezi
6 _
4 _
2 _
0 _
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 us

Sekil-20:TB plorezi ve malign plorezi olgularmna ait CD3+ T hiicrelerinde

intraselliiler IL-13 sonuclari (%)
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PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile edilen hiicrelerde saptanan intraselliiler IL-4
diizeyleri; hasta grubun da kontrol grubuna gore artis; PHA ile stimiilasyon sonucu ise
azalma gosterdi (Tablo-11, Sekil-21). Sadece PPD ile stimiile edilen hiicrelerde, gruplar
arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,0001).

Tablo-11: TB plorezi ve malign plorezi grubuna ait CD3+ T hiicrelerinde akim

sitometri ile saptanan intraselliiler IL-4 sonuglari (%)

TB PLOREZI MALIGN PLOREZI
PHA 2+1,1 39+28
PPD 3,84 1,3% 1,9+0,8
CFP-10 25+12 2+0,9
ESAT-6 2,4+ 1,4 1,6 +0,6
US 1,4+1,1 1,4+ 0,6
*p<0,0001
8 - IL-4
7 J
6 -
) - T .
N [ TB plorezi
] | Malign plorezi
).
|
0-
PHA PPD CFP-10 ESAT-6 US

Sekil-21:TB plorezi ve malign plorezi olgularmna ait CD3+ T hiicrelerinde

intraselliiler IL-4 sonuc¢lar1 (%)
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Plevra sivilarinda ekstraselliiler sitokin dl¢timleri

Calismanin {icilincli basamagi olan plevra sivilarinda ekstraselliiler sitokin dl¢limleri
icin hasta ve kontrol gruplarina ait toplam 88 olgu degerlendirmeye alindi. TB plorezili
olgularin (hasta grubu) 9’u kadin 26’s1 erkek (toplam 35) olup yas ortalamasi1 42,7 = 19,7;
malign pldrezili kontrol grubunun 14’1 kadin 25’1 erkek (toplam 39) olup yas ortalamasi
61,4 £13,5; TB/malign-dis1 plorezili kontrol grubunun ise 5’1 kadin 9’u erkek (toplam 14)
olup yas ortalamasi 66 + 20,5 idi. Malign plorezili kontrol hastalarinin 19°u
adenokarsinom, 5’1 malign mezotelyoma, 4’1 kiiciik hiicreli brons karsinomu, 10’u yass1
epitelyum hiicreli karsinom, 1’i sigmoid karsinom; TB/malign-dis1 plorezi olgularindan

olusan kontrol grubunun ise 6’s1 pndmoni, 8’1 konjestif kalp yetmezligi tanis1 almsti.
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Plevra sivilarinda ekstraselliiler IFN-y diizeyleri, hasta grubunda 156,1 + 32,4 pg/ml;

malign plorezili kontrol grubunda 1,2 £ 0,1 pg/ml; TB/malign-dis1 plorezili kontrol
grubunda ise 47,5 £ 46,2 pg/ml bulundu (Tablo-12, Sekil-22). Hasta grubu ile her iki

kontrol grubu arasinda plevra sivist ekstraselliiler IFN-y diizeylerinde saptanan fark,

istatiksel olarak anlamli idi (p<<0,0001).

Tablo-12:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1 ekstraselliller IFN-y

diizeyleri (pg/ml)

TB plorezi
n=35

Malign plorezi
N=39

TB/malign-dis1

plorezi n=13

IFN- vy

156,1 £32,4

1,2+0,1*

47,5 + 46,2*

*p<0,0001
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Malign plorezi T B/Malign-dist
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@ [FN-y,

Sekil-22:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IFN-y diizeyleri (pg/ml)
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Plevra sivis1 ekstraselliiler IL-12 diizeyleri; hasta grubunda 1053,6 + 137,6 pg/ml;

malign plorezili grupta 482,7 + 81,5 pg/ml; TB/malign-dis1 plorezili kontrol grubunda ise

35,4 £ 16,2 pg/ml bulundu (Tablo-13, Sekil-23). TB plorezili grup ile malign plorezili

kontrol grubu arasinda yaklasik 2 kat; TB/malign-dis1 plorezi grubu arasinda ise yaklasik

30 kat artig saptand1. Hasta grubu ile her iki kontrol grubu arasindaki bu fark, istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0,0001).

Tablo-13:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1i ekstraselliiler IL-12

diizeyleri (pg/ml)

TB plorezi
n=28

Malign plorezi
n=29

TB/malign-dis1

plorezi n=13

IL-12

1053,6 £ 137,6

482,7 + 81,5*

35,4 +16,2*

*p<0,0001
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Malign plorezi

TB/Malign-dist
plorezi

mIL-12

Sekil-23:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-12 diizeyleri (pg/ml)
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Plevra sivisi ekstraselliiler IL-18 diizeyleri, TB plorezi grubunda 1312 + 124,2

pg/ml; malign plorezi grubunda 1200,3 + 112,1 pg/ml; TB/malign-dis1 plérezi grubunda
ise 726,1 + 146,2 pg/ml bulundu (Tablo-14, Sekil-24). TB plorezili hasta grubu ile malign

plorezili kontrol grubu arasinda plevra sivisi ekstraselliiler IL-18 diizeylerinde saptanan

fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Ancak hasta grubu ile TB/malign-dis1 plorezi

grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,002).

Tablo-14:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler IL-18

diizeyleri (pg/ml)

TB plorezi
n=35

Malign plorezi
n=39

TB/malign-dis1

plorezi n=14

IL-18

1312 +124,2

1200,3 £ 112,1

726,1 + 146,2*

* p<0,002
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Sekil-24:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-18 diizeyleri (pg/ml)
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Plevra sivisi ekstraselliiller TNF-a diizeyleri, TB plorezi olgularinda 40,1 + 13,3
pg/ml; malign plorezi grubunda 34,3 + 14,4 pg/ml; TB/malign-dis1 plorezili olgularda ise
5,3 £ 0,8 pg/ml bulundu (Tablo-15, Sekil-25). Hasta grubu ile her iki kontrol grubu
arasinda plevra sivisi ekstraselliiler TNF-a diizeylerinde saptanan fark istatistiksel olarak

anlaml idi (sirastyla, p<0,005, p<0,0001).

Tablo-15:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler TNF-a

diizeyleri (pg/ml)
TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1
n=28 N=29 plorezi n=11
TNF-a 40,1 £13,3 34,3 + 14,4* 5,3 £0,8%*

*p<0,005 ** p<0,0001

60 -

50 4

40 -

30 B TNF-a

20

10 +

TB plorezi Malign plorezi T B/Malign-dist
plorezi

Sekil-25:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

TNF-o diizeyleri (pg/ml)
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Plevra sivis1 ekstraselliiler IL-8 diizeyleri, TB plorezi olgularinda 621,7 = 121,3

pg/ml iken; malign plorezi grubunda 295 + 121,3 pg/ml; TB/malign-dis1 plorezi grubunda
ise 173,4 + 90,3 bulundu (Tablo-16, Sekil-26). TB plorezi grubu ile malign pldrezi ve

TB/malign-dis1 plorezi gruplar1 arasinda saptanan fark istatistiksel olarak anlamli idi

(sirastyla p<0,005 ve p<0,002).

Tablo-16:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1 ekstraselliiler IL-8

diizeylerinin dagilim (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1
n=35 n=39 plérezi n=14
IL-8 621,7+121,3 295 +121,3* 173,4 £90,3%*
*p<0,005 ** p<0,002
800 -
700 -
600 -
500 -
400 - mIL-§
300 -
200 -
100 -
0-
TB plorezi Malign plérezi  TB/Malign-dist
plorezi

Sekil-26:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-8 diizeylerinin dagilim (pg/ml)
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Plevra s1vis1 ekstraselliiler IL-4 diizeyleri, TB plorezi grubu i¢in 19,3 + 9,8 pg/ml;
malign plorezi grubu icin 38 + 7,2 pg/ml; TB/ malign-dis1 pldrezi grubu igin ise 25,4 +
12,8 pg/ml olarak bulundu (Tablo-17, Sekil-27). TB plorezi olgularinin plevral sivi
ekstraselliiler 1L-4 diizeylerinin, malign plorezi kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat
azalmis oldugu belirlendi (p<0,0001). Diger kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel

olarak anlaml degildi.

Tablo-17:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1 ekstraselliiler 1L-4

diizeylerinin dagilim (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1
n=35 n=37 plorezi n=14

IL-4 19,3+9,8 38+ 7,2% 254+ 12,8

*p<0,0001

mIL-4

TB plorezi Malign plérezi  TB/Malign-dist
plorezi

Sekil-27:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-4 diizeylerinin dagilimi
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Plevra sivis1 eksraselliiler IL-13 diizeyleri TB plorezi olgular i¢in 15,74 + 4,7

pg/ml; malign plorezi grubu i¢in 7,5 + 4 pg/ml; TB/malign-dis1 plorezi olgular icin ise

10,4 + 6,5 pg/ml bulundu (Tablo-18, Sekil-28).

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,0001).

Hasta grubu ile malign pldrezi grubu

Tablo-18:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1 ekstraselliiler IL-13

diizeylerinin dagilim (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1
n=35 N=37 plorezi n=14
IL-13 15,74 + 4,7 7,5 £4* 10,4 + 6,5
* p<0,0001
25 4
20
15 -
@IL-13
10 +
5 _
0 _
TB plorezi Malign plorezi ~ TB/Malign-dist
plorezi

Sekil-28:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-13 diizeylerinin dagilimi (pg/ml)
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TB plorezi grubundaki plevra sivisi ekstraselliiler IL-10 diizeyleri malign plorezi

grubundan daha diisiik, TB/malign-dis1 plorezi grubundan daha yiiksek bulundu. Bu

degerler TB plorezi grubu igin 22,2 + 5,1 pg/ml; malign plorezi grubu i¢in 23,9 + 4,3

pg/ml; TB/malign-dis1 plorezi grubu i¢in ise 15,3 £ 7,1 pg/ml idi (Tablo-19, Sekil-29).

Gruplar arasindaki farkin, istatiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi.

Tablo-19:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivis1i ekstraselliiler IL-10

diizeylerinin dagilim (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1
n=35 n=39 plorezi n=14
IL-10 222 +5,1 239+43 153+7,1
30
25 -
20 -
15 - mIL-10
10 -
5
0 -
TBplorezi ~ Malign plorezi  TB/Malign-disi
plorezi

Sekil-29:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler

IL-10 diizeylerinin dagilim (pg/ml)
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TB plorezi, malign plorezi, TB/malign-dis1 plorezi gruplar1 arasinda plevra sivisi
ekstraselliiler sFas (CD95) diizeyleri karsilastirildiginda; TB plorezi grubunda sFas
diizeyleri malign plorezi grubundan biraz daha diisiik, TB/malign-dis1 plérezi grubundan
ise daha yiiksek oldugu saptandi. Bu degerler TB plorezi grubunda 485,1 + 68 pg/ml;
malign plorezi grubunda 502,8 + 60 pg/ml; TB/malign- dis1 plorezi grubunda ise 213,9 +
29,2 pg/ml bulundu (Tablo-20, Sekil-30). TB plorezi grubu ile malign pldrezi grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. TB plorezili olgularin sFas degerlerinde
TB/malign-dis1 plorezi olgularina gore 2 kat artis oldugu saptandi (p<<0,0001).

TB plorezi grubunda plevra sivist ekstraselliiler sFasL diizeyleri, her iki kontrol
grubundan daha yiiksek bulundu. Bu degerler TB plorezi grubunda 265,6 + 47,3 pg/ml;
malign plorezi grubunda 64,5 + 22,2 pg/ml; TB/malign-dis1 plérezi grubunda ise 156,1+
121,2 pg/ml saptandi (Tablo-20, Sekil-30). TB plorezi grubunun ekstraselliiler sFasL
diizeylerinin, malign plorezi grubuna gore yaklasik 4 kat arttigir (p<0,0001); TB/malign-
dis1 plorezi grubuna gore de artmis oldugu bulundu (p<0,001).

Tablo-20: TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler sFas (CD95)

ve sFasL diizeylerinin dagilim (pg/ml)

TB plorezi Malign plorezi TB/malign-dis1

n=28 n=29 plorezi n=13
sFas 485,1 + 68 502,8 £ 60 213,9 £29,2%
sFasL 265,6 +47.3 64,5 +222% 156,1+ 121,2**

*p<0,0001 ** p<0,001
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Sekil-30:TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi ekstraselliiler sFas ve

sFasL diizeylerinin dagilim (pg/ml)

Mononiikleer hiicre alt gruplari

Calismanin dordiincii basamagi olan plevra sivilarinda mononiikleer hiicre alt
gruplarin1  degerlendirmek icin hasta ve kontrol gruplarina ait toplam 56 olgu
degerlendirmeye alindi. TB plorezili olgularin (hasta grubu) 4’ti kadin 18’1 erkek (toplam
22) olup yas ortalamasi 44 + 18,7; malign plorezili kontrol grubunun 7’si kadin 18’1 erkek
(toplam 25) olup yas ortalamas1 62 + 14,6; TB/malign-dis1 plorezili kontrol grubunun ise
3’ii kadin 6’s1 erkek (toplam 9) olup yas ortalamasi 63,5 + 25 idi.

Malign plorezili kontrol hastalarmin 12’si  adenokarsinom, 3’0 malign
mezotelyoma, 3’1 kii¢iik hiicreli brons karsinomu, 7°si yassi epitel hiicreli karsinom;
TB/malign-dis1 plorezi olgularindan olusan kontrol grubunun ise 4’ pndémoni, 5’1

konjestif kalp yetmezligi tanis1 almisti.
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TB plorezili olgular ile kontrol gruplarinda, plevra sivist mononiikleer hiicre alt
gruplariin dagilimi karsilastirildiginda; hasta grubunda y6 + T hiicrelerinin malign plorezi
kontrol grubuna gdre artmis oldugu saptandi (p<0,05). CD3+, CD4+, CD8+, CD25+,
CD69+, CD19+, CD4+CD25+, CD4+CD69+, CD8+CD25+, CD8+CD69+, y6+CD25+,
v6+CD69+, CD3+CD16+CD56+, CD3-CD16+CD56+, CD3+CD28+, CD3+CD152+ ve
CDO95+ hiicreler ile CD4/CDS8 oranlarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo-
21).

Tablo-21: TB plorezi ve kontrol gruplarinda plevra sivisi mononiikleer hiicre alt

gruplarimin dagilim (%)

TB plorezi Malign plorezi | TB/malign-dist
plorezi
CD3+ T hiicre 88,2+ 0,8 89,11 82,3£5,1
CD4+ T hiicre 64,5+2 66,9 £ 1,6 574+59
CD8+ T hiicre 23 +1,2 213+1,6 23+14,2
vd + T hiicre 6,5+0,7 43 +0,6* 6,2+1,2
CD25+ T hiicre 222+3 19,4+ 1,6 17,7+2
CD69 + T hiicre 21,1+23 253+4,8 23,4+3,8
CD19 + T hiicre 8+0,8 83+1,3 59+1,3
CD4+CD25 + T hiicre 95+1,5 11,1+1,3 6,2+0,6
CD4+CD69 + T hiicre 95+ 1,7 13,8 £3 72+1,8
CD8+CD25 + T hiicre 0,9+0,2 22+1,2 1,2+0,6
CD8+CD69 + T hiicre 24+04 4+1,3 2,6+0,9
y&+CD25 + T hiicre 1,4+0,2 09+1,2 1,2+0,3
v0+CD69 + T hiicre 1,8+0,3 1,9+0,5 1,1+0,3
CD3+CD16+CD56+ 1,8+0,4 1,9+0,3 1,7+ 0,6
CD3-CD16+CD56+ 6,08 £1,8 4,3+0,6 10,7+3,9
CDO95+ T hiicre 66,6 + 3,4 64,1 £3,9 65+4,9
CD4/CD8 3+0,3 3,8+04 3,6+0,9
CD3+CD28+T hiicre 21,5+54 146+34 20+ 11,6
CD3+CD152+T hiicre 2,2+0,5 24+04 09+0,3
*p<0,05
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5. TARTISMA ve SONUC

TB, halen diinya niifusunun 1/3’iiniin MTB ile enfekte olmasi, her yil 8§ milyon
kiside aktif hastalik gelismesi ve 2 milyondan fazla kisinin 6liimiine yol agmasi nedeniyle
onemli bir saglik sorunu olmay1 siirdiirmektedir. Coklu ilaca direncli suslarin giderek
artmasi ve HIV ile koenfeksiyon gibi faktorlerin yani sira uzun siireli, kombine, kompleks,
pahali tedavi rejimini gerektirmesi ve yeterli hasta uyumunun saglanamamasi hastaligin
kontroliinii giiclestirmektedir. TB’un kontrolii i¢in etkin asilarin ve spesifik tani
reaktiflerinin kullanima girmesi gerekmektedir. Diinyada rutin kullanimdaki tek as1 olan
BCG’nin koruyuculugu farkli bolgelerde yapilan calismalarda % 0-80 arasinda
bulunmustur. Cok degisken etkinligi ve immiin yetmezlikli konaklarda hastali§in ortaya
¢ikma riski nedeniyle canli as1 olan BCG’nin kullanimi hala tartigmalidir (25, 31, 93).

TB tanist i¢in kullanilan PPD, hem sekrete edilen hem de somatik mikobakteriyel
antijenleri iceren bir karisimdir. Insanlarda ve sigirlarda in vivo deri testi reaktifi olarak
uzun yillardan beri kullanilmaktadir. PPD, MTB kompleksinde (M. tuberculosis, M. bovis
ve M. africanum ) yer alan patojen mikobakterilerin yani sira gevresel tiiberkiiloz-dist
bakteriler ile BCG as1 suslara ait antijenleri icerir (34, 150). Konagin PPD’ye kars1
gelistirdigi hiicresel immiin yanit, konagin mikobakteri ile karsilagip etkilesime girdigini
gostererek TB’un tanisinda yardimci olmakla birlikte; Tiiberkiilin deri testi pozitifligi BCG
asilamasi ve cevresel tiiberkiiloz-disi mikobakterilerle karsilasma sonucu da meydana
gelebilmektedir (31, 34). Bu nedenle MTB ve M. bovis enfeksiyonu i¢in PPD’den daha
spesifik yeni tan1 reaktiflerine gereksinim vardir.

MTB’a karst olusan koruyucu immiin cevabin hiicresel ve molekiiler temellerinin
anlagilmasi; TB’un kontroliinde etkili olabilecek yeni asilarin, spesifik tani reaktiflerinin
hazirlanmasinda ve tedavi i¢in alternatif immiin modiilator yaklasimlarin belirlenmesinde
Oonemli yararlar saglayabilir.

TB plorezi, TB’un farkli klinik formlar1 arasinda en ayricalikli olanidir.
Enfeksiyona kars1 gliglii bir immiin yanit gelistirmis olan TB plorezili olgularin ¢ogunda
antimikobakteriyel tedavi uygulanmasa da plevral eflizyonun ortadan kalktigi
goriilebilmektedir. Bu nedenle plevral aralikta yerlesen MTB’e kars1 gelisen immiin cevap
ile ortaya c¢iktig1 i¢in TB plorezi, lokal koruyucu immiin mekanizmalar1 degerlendirmek
acisindan son derece uygun bir modeldir (140).

Son zamanlarda diisiik molekiil agirligindaki ESAT-6 ve CFP-10’un MTB ve

viriilan BCG suslar1 tarafindan sekrete edilmesine karsin ¢evresel mikobakteriler ve BCG
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as1 suslar tarafindan sentezlenmedigi gosterilmistir (25, 32, 34, 35, 150, 151). Bu
proteinler, TB’lu kisilerde giiclii T hiicre cevab1 ortaya ¢ikarmakta, erken ve aktif TB ya da
subklinik TB tanisi i¢in ex vivo testlerde kullanilmaktadir (25, 34, 150).

Enfeksiyonlarin lokal bir alanda sinirlandirilarak patojenin etkisiz hale getirilmesini
saglayan koruyucu immiin mekanizmalarin anlasilmasi; farkli hasta gruplarinda, 6zellikle
TB enfeksiyonlarinda etkin spesifik immiin yanitin ortaya konmasina ve elde edilen
bilgiler 1s181nda daha etkili yeni TB asilarinin ve yeni tani reaktiflerinin gelistirilmesine
yardimci olabilir. Bu amagla ¢alismamizda, TB asist i¢in aday peptidler olarak kabul
edilen ESAT-6 ve CFP-10’un lokal koruyucu immiin cevaptaki roli arastirilmistir. Plevra
sivisindan elde edilmis mononiikleer hiicreler PHA, PPD, CFP-10 ve ESAT-6 ile stimiile
edildikten sonra kiiltiir siipernatanlarindaki ekstraselliiler sitokin diizeyleri (IFN-y, IL-10,
IL-13 ve IL-4) ve uyarilmus hiicrelerdeki intraselliiler sitokin diizeyleri (IFN-y, IL-10, IL-
13 ve IL-4) degerlendirilmistir.

Enfeksiyon bolgesinde MTB’e kars1 immiin savunmada IFN-y’nin 6nemli rol aldig1
(152); ESAT-6 ve CFP-10’un IFN-y salinimina ve dolayisiyla ¢ok giiclii bir T hiicre
yanitina yol actigi daha Once yapilan ¢alismalarla da ortaya konmustur (25, 126, 150).
Caligmamizda TB plorezili hastalarin plevra sivilarindan elde edilen mononiikleer
hiicrelerin PPD, ESAT-6 ve CFPI10 ile uyarilmasi sonucu Kkiiltiir slipernatanlarindaki
ekstraselliiler IFN- y diizeylerinin kontrol grubu olan malign plérezi grubuna goére anlamli
olarak arttig1 (Tablo-4); TB plorezili olgularda bu peptidlerle uyarilmanin sonucu olarak
intraselliiler IFN-y iireten T hiicre oranlarinin da ekstraselliiler IFN-y diizeylerine paralel
olarak arttig1 (Tablo-8) gosterilmistir.

IL-10, TB hastalarinda spesifik hiicresel immiin yanitin baskilanmasi ile iligkilidir.
Bu sitokinin TB hastalarinda CD4+ ve CD8+ CTL’lerin litik aktivitesini ve MTB ile
enfekte makrofajlar lizerinde bulunan kostimiilator molekiil ekspresyonunu azalttigi (153);
makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a (154) ve T lenfositlerinin sentezledigi IFN-y (155)
gibi sitokinlerin sentezini inhibe edebildigi bildirilmistir. Calismamizda ekstraselliiler IL-
10 diizeyleri ESAT-6 veya PPD ile uyarilma sonucu TB plorezi grubunda malign plorezi
grubuna gore belirgin olarak daha yiiksek bulundu. Hiicreler CFP-10 ile stimiile
edildiginde saptanan artis, istatistiksel olarak anlamli degildi; PHA ile stimiilasyonda ise
TB plorezi grubunda malign plorezi grubuna goére daha az artis goriildii (Tablo-5).
Intraselliiler IL-10 iireten T hiicrelerin oranlar1 ise PPD, ESAT-6 ve CFP10 ile uyarilmay1
takiben TB plorezi grubunda anlamli olarak artmig bulundu (Tablo-9).
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Makrofajlarin aktivasyonunu engelleyebilen ve IL-2 reseptér ekspresyonunu
azaltarak T hiicre proliferasyonunu bloke edebilen bir sitokin olan IL-4’tin plevral
araliktaki kismi yoklugunun konak immiin cevabini artirabilecegi one siiriilmektedir (156).
Caligmamizda, TB plorezi ve malign plorezi gruplarina ait plevra mononiikleer hiicre
kiltlir siipernatanlarindaki ekstraselliiler IL-4 diizeyleri genel olarak son derece diisiik
bulundu. Ozellikle ESAT-6 ve CFP-10 ile uyarilan hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarmdaki
ekstraselliiler IL-4 diizeylerinin ¢ogu o6l¢iilebilir degerlerin altinda saptandi. ESAT-6,
CFP-10 ve PPD ile uyarilma sonucuna gore TB plorezi’li hastalarda (Tablo-7), intraselliiler
IL-4 iireten hiicrelerin oranlar1 kontrol grubuna gore daha diistik bulundu (Tablo-11).

IL-4 gibi Th2 tipi bir sitokin olan IL-13’iin ekstraselliiler diizeylerine bakildiginda,
ESAT-6 ve PHA ile stimiile edilen TB plorezili olgulara ait hiicrelerin malign plorezi
grubundakilere gore daha az IL-13 firettigi; PPD ile uyarilma sonucu belirgin, CFP-10 ile
ise minimal artislarin oldugu gozlendi (Tablo-6). Intraselliiler IL-13 iireten T lenfosit
oranlart karsilastirildiginda; ESAT-6, CFP-10 ve PPD ile uyarilma sonucu TB plorezi
grubu ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi
(Tablo-10).

Bu veriler Barnes ve arkadaslarimin (156) sonuglari ile uyumlu bulundu.
Aragtirmacilar MTB’a kars1 immiin yanit gelisen hastalarda, hastaligin bulundugu alanda
Th1 tipi sitokinler ile IL-10’un etkin oldugunu goéstermisler; TB plorezili hastalarin plevral
stvi ve periferik kan mononiikleer hiicrelerini MTB ile ex vivo stimiile ettikten sonra
ekstraselliiler sitokin diizeylerini degerlendirmisler; plevral sivi mononiikleer hiicreleri
tarafindan iiretilen IFN-y diizeylerini, periferik kan mononiikleer hiicrelerinin tirettigi IFN-
vy diizeylerine gore daha yiiksek bulmuslardir. Ayrica plevral sividaki IFN-y mRNA
diizeyinin ve IFN-y mRNA eksprese eden hiicre oraninin periferik kan 6rneklerine gore
daha yiiksek oldugunu; plevra sivist IFN-y diizeylerinin serum diizeylerine oranla 15 kat
artmis oldugunu; IL-10’un plevral aralikta selektif olarak daha yogun bulundugunu ve 1L-4
diizeylerinin bizim sonuclarimiza benzer olarak tespit edilebilir smirlarin altinda
bulundugunu rapor etmislerdir.

Jalapathy ve arkadaslar1 (152), TB plorezili ve TB-dis1 plorezili hastalarin plevra
stvilarindan elde edilen mononiikleer hiicreleri PHA, PPD, kiiltiir filtrat protein antijenleri
ve 1s1 ile oOldirilmis MTB ile uyardiktan sonra ekstraselliiler sitokin diizeylerini
aragtirmislar; bizim sonuclarimiza benzer olarak TB plorezi grubunda IFN-y diizeylerinin,
TB-dis1 plorezili gruba gore istatistiksel olarak anlamli bigimde artmis oldugunu; ancak

farkli olarak IL-4 diizeylerinin de kontrol grubuna gore arttigin1 gostermislerdir.
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Prabha ve arkadaslar1 (44), TB plorezili ve kontrol grubu olarak TB-dis1 plorezili
hastalardan elde edilen plevral sivi mononiikleer hiicre ve periferik kan mononiikleer
hiicrelerini PPD, kiiltiir filtrat1 (CF) ve 1s1 ile 6ldiiriilmiis MTB ile stimiile ettikten sonra
hiicre kiiltiir siipernatanlarinda ekstraselliiler [IFN-y ve TNF-a diizeylerini arastirmiglar; TB
plorezili olgularda PPD ve 1s1 ile oldiiriilmiis MTB ile uyarilma sonunda bizim
verilerimizle uyumlu olarak IFN-y diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada elde edilen veriler 15181nda ESAT-6 ve CFP-
10’un, proenflamatuvar Thl tipi bir sitokin olan IFN-y diizeylerini artirarak, enfeksiyonun
bulundugu alanda koruyucu immiin cevabi endiikleme potansiyelinde olduklari; hastaliga
duyarlilik ve reaktivasyon ile iliskili olmasinin yan1 sira asir1 immiin yanitin baskilanmasi
ve lokal doku hasarinin engellenmesinde rol oynadigi diisiiniilen IL-10 sekresyonunu da
endiikledikleri sonucuna varilmistir. Calismamizda IFN-y’nin antagonisti olarak davranan
antienflamatuvar bir sitokin olan IL-4’tin ESAT-6 ve CFP-10 ile stimiilasyonda
Olclilemeyecek diizeylerde saptanmasi; IL-4 ile benzer 6zelliklere sahip Th2 tip sitokin
olan IL-13’lin de genel olarak azalmis bulunmasi; PPD, ESAT-6 ve CFP-10’un TB
plorezide koruyucu Th1 tipi immiin yanitin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesini indirekt olarak
uyardigin1 diigiindiirmektedir. ~ Bu veriler ESAT-6 ve CFP-10’un yeni TB as1
preparasyonlarinda bulunmasinin yararini desteklemektedir. ESAT-6 peptidini igeren
rekombinan BCG agis1 ile asilanan farelerde MTB’e karsi direncin arttig1, insanlarda da
konu ile ilgili klinik ¢alismalara baglanacagi bildirilmistir (157). Buna karsin 6zellikle
CFP-10’un makrofaj icerisinde eksprese edildiginde NO yapimini ve yiizey kostimiilator
molekiilii olan B7.1°in ekspresyonunu azalttiginin gosterilmesi (IFN-y’ya yanit olarak
bile), ekstraselliiler CFP-10’un ise bunun tam aksine bu molekiillerin yapimini artirdiginin
ortaya konmus olmasi; bu peptitlerin immiinomodiilatér etkilerinin olduk¢a karmasik
oldugunu ve daha ayrintili aragtirilmasi gerektigini diistindiirmektedir (35). ESAT-6 veya
CFP-10 ile IFN-y yapiminin belirgin olarak uyarilmasi, IFN-y yapimini temel alarak
spesifik hiicresel immiin yanit1 Slgen immiinolojik tani testlerinde bu peptitlerin
kullanilabilecegini desteklemektedir. Nitekim bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, MTB
ile enfekte kigilerin T hiicrelerinin ESAT-6"ya kars1 giiglii bir IFN-y yanit1 verdikleri; BCG
asist yapilmis saglikli kisilerin ise bu uyariya yanitsiz kaldiklar1 gosterilmistir (158-160).
Bu caligmalar ESAT-6"nin kullanildig: testlerin 6zellikle TB’un diisiik endemi gosterdigi
tilkelerde tam1 amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak ESAT-6’ya

spesifik T hiicre yanitinin pulmoner TB gegirip iyilesmis veya latent enfeksiyonu olan
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kisilerde de saptanabilmesi (161, 162) bu testin TB’un endemik oldugu bdlgelerde aktif
hastaligin tanisi i¢in kullanilmasini sinirlayabilir.

TB plorezide immiin sistem hiicrelerinin plevral bosluga goc ederek birikmesi
nedeniyle plevra sivisi birgok sitokini igermektedir. Sitokinler TB patogenezinde 6nemli
rol oynarlar (bakiniz genel bilgiler). IL-12 ve IFN-y, Thl tipi immiin cevabin
endiiksiyonunda son derece 6nemli iken IL-4 ve IL-13 Th2 tipi cevabin olusmasinda kritik
rol oynarlar. Calismamizda TB’a kars1 gelisen lokal immiin cevapta sitokinlerin roliinii
sorgulamak amaciyla TB plorezili hastalarin plevra sivisindaki IFN-y, IL-12p40, IL-18,
TNF-a, IL-8, IL-4, IL-13 ve IL-10 diizeyleri arastirildi.

IFN-y, Th1 tipi hiicresel immiin cevap ile iliskili bir sitokindir. Spesifik antijenler
ya da nonspesifik antijenler ile stimiilasyona cevap olarak T lenfositleri tarafindan
sentezlenir. Immiin sistemin diger hiicrelerinin cevabin1 modifiye eder; makrofajlari aktive
ederek bu hiicrelerin mikobakterisidal kapasitelerinin artigina neden olur (163). Yapilan
caligmalarda TB plorezili hastalarin plevral efiizyonlarinda, TB-dis1 diger nedenlerle
meydana gelen plevral efiizyonlardakine gore IFN-y diizeyinin arttig1 ve bu artmig IFN-y
diizeylerinin TB tanisin1 destekleyici bir marker olabilecegi ortaya konmustur (42, 164).
Shimokata ve arkadaslar1 (164) TB plorezi hastalarinin plevral efiizyonlarinda malign
plorezi hastalarina gore IFN-y diizeylerinin artmis oldugunu saptamislar; Villegas ve
arkadaglar1 (42) da ¢alismalarinda benzer sonuglar elde etmiglerdir. Caligmamizda da TB
plorezi grubunda plevra IFN-y diizeyleri, kontrol gruplarindan olan malign plorezi ve
TB/malign-dis1 plorezi grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu (Tablo-12).

p40 ve p35 zincirlerinden olusan heterodimerik bir sitokin olan IL-12, naif T hiicreleri-
nin Thl tipine doéniisiimiinii ve antijen ile aktive edilmis olan Thl hiicrelerinin IFN-y
sentezlemelerini saglar. Graniiloma olusumunda da rol oynayan IL-12, NK hiicrelerinin
stimiilasyon faktorii, sitotoksik T lenfositlerin olgunlagma faktorii olarak bilinir (79, 117).
Zhang ve arkadaslarinin (115) yaptiklari bir ¢calismada, TB plorezi hastalarinin plevral
stvilarinda hem serbest p40 hem de heterodimer IL-12 diizeylerinin kontrollere gore arttigi
gosterilmigtir. TB plorezili hastalarin plevra sivilarindaki IL-12p40 ve heterodimer IL-12
diizeyleri, TB plorezili hastalarin serumlarindakinden ve malign plorezili hastalarin plevra
stvilarindakinden istatistiksel olarak anlamli bigimde yiiksek bulunmustur. Ayni calismada
MTB ile stimiile edilen plevral siv1 hiicrelerinin siipernatanlarinda biyoaktif IL-12 tespit
edilmis, anti IL-12 antikoru ile plevral sivi hiicrelerinin proliferatif cevaplarinin siiprese
edildigi gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda da TB plorezi grubunun plevra sivilarindaki

IL-12p40 diizeyi, malign plorezi ve TB/malign-dis1 plorezi gruplarinin degerlerinden
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anlaml olarak daha yiiksek bulunmustur (Tablo-13). Elde edilen bu bilgilerin 1s1g81nda IL-
12°nin, IFN-y’nin {iretimini artirarak Th1 hiicrelerinin gelisimlerini kolaylastirdigi; antijen
spesifik T hiicreleri ve NK hiicrelerinin sitotoksisitelerini artirarak MTB’a kars1 gelisen
koruyucu immiin cevapta rol aldig1 sdylenebilir.

IL-18, naif T hiicrelerinin Thl tipine donlismesine yardimci olan bir sitokindir. T
ve NK hiicrelerinin IFN-y sentezlenmesine neden olur. Hayvan modellerinde ve hiicre
kiiltiirlerinde yapilan calismalarda IL-18’in, IFN-y {iretimine yol acarak mikobakterilere
kars1 korunmaya katkida bulundugu gosterilmistir. Vankayalapati ve arkadaglar1 (121) TB
plorezi tanist almig hastalarin plevra sivilarindaki IL-18 diizeylerinin, TB—dis1 plorezisi
olan hastalardan daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada artmis IL-18
diizeyleri ile uyumlu olarak IFN-y diizeylerinin de artmis oldugu saptanmis; MTB’in
endiikledigi IFN-y iiretiminin rekombinan IL-18 ile artirildigi, anti IL-18 antikoru ile
inhibe edildigi de gosterilmistir. Bizim c¢aligmamizda da, TB plorezi grubunda plevra
stvist IL-18 diizeyleri her iki kontrol grubundan daha yiiksek bulundu. TB plorezi ile
malign plorezi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, TB plorezi
ile TB/malign dis1 plorezi gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (Tablo-
14). Bu verilerin 1s5181nda TB pldrezi eflizyonlarinda, canli bakteri ya da bakteri kalintilart
ile makrofajlarin uyarilmasi sonucu sentezlenen IL-12 ve IL-18’in bir yandan naif Th
lenfositler tarafindan IFN-y iiretimini tetiklemesi, diger taraftan bu makrofajlarin
antijenleri iglenerek spesifik Th hiicrelere sunumunun artmasi ile Thl’e farklilasmanin
ortaya ¢iktig1 sOylenebilir.

Proenflamatuvar sitokinlerden olan TNF-a, mikobakterilere karsi cevap olarak
makrofaj, monosit ve DC tarafindan sentezlenir. Enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda
onemli olan makrofaj aktivasyonu, graniiloma olusumu, T hiicre stimiilasyonu ve kemokin
endiiksiyonu gibi bir¢cok reaksiyonda rol alir. TNF-o TB plorezili hastalarin plevra
stvilarinda, malign plorezili hastalarla karsilastirildiginda anlamli bicimde daha yiiksek
bulunmus; artmis plevral sivi TNF-a diizeylerinin, TB plorezili hastalardaki plevral
kalinlagsma ile iligkili oldugu ortaya konmustur (165). Diger yandan, romatoid artritli
hastalara uygulanan anti-TNF-a tedavisinin komplikasyonu olarak gelisen TB
reaktivasyonu, TNF-o’nin MTB’in graniilom igerisinde kontrol altinda tutulmasinda ne
denli 6nemli oldugunu kanitlamaktadir (166). Bizim ¢alismamizda, TB plorezi grubunda
plevra TNF-a diizeyleri her iki kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo-
15). Plevral stivida TNF-a diizeylerinde gdzlenen bu selektif artis, Ogawa ve arkadaglari
(167) ve Hua ve arkadaglarinin (165) sonuglar1 ile uyumludur. Plevral sivida yiiksek
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konsantrasyonlarda bulunan TNF-a’nin, bakteriyel eliminasyonu ve graniiloma olusumu
ile idamesini kolaylastiran bir faktér oldugunu diistindiirmektedir.

IL-8, enflamatuvar hiicreleri enfeksiyon alanina toplayarak MTB’e kars1 etkin
konak savunmasinin saglanmasinda rol oynayan onemli bir kemokindir. Calismamizda,
TB plorezi grubunda plevra IL-8 diizeyleri, malign plorezi ile TB/malign-dis1 plorezi
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bicimde artmis bulundu (Tablo-16).
Sonuglarimiz, Yamada ve arkadaslar1 (168) nin bulgulari ile benzerlik gostermektedir. IL-
8’in artmasi, koruyucu hiicresel immiin cevap i¢in gerekli olan hiicrelerin bakterinin
bulundugu alanda toplanmasini; bdylece makrofaj igindeki basillerin akcigerin saglam
bolgelerine yayilmasini engelleyen graniilom olusumu i¢in gerekli hiicrelerin enfeksiyon
alaninda hazir bulunmasini sagladigini diisiindtirmektedir.

IL-4, Th2 hiicreleri tarafindan sentezlenen; Thl hiicrelerinin in vitro ve in vivo
gelisimine engel olan antienflamatuvar etkili bir sitokindir. Calismamizda TB plorezili
hastalarin plevra sivilarinda IL-4 diizeyleri malign plorezi grubundakilere gére anlamli
olarak daha diisiik bulundu. Degerler TB/malign-dis1 plorezi grubundakilere gore de daha
diisiik olmakla birlikte, farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gosterildi (Tablo-17).
IL-4 konsantrasyonundaki bu azalma, TB plorezide etkin olan koruyucu Thl yanitinin Th2
yanitinin baskilamasinin bir sonucu olabilir.

IL-13 ¢esitli immiinomodiilator 6zellikleri ile IL-4’e benzerlik gosteren bir diger
sitokindir. Seah ve arkadaglari (169) hastaligin derecesi ile Th2 gen aktivasyonunun
iligkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, pulmoner TB’lu hastalarda 1L-13 ve IL-4 mRNA
ekspresyonunu, tiiberkiilin pozitif kontrol grubundan yiiksek bulmuslardir. 1L-13 ve IL-4
mRNA ekspresyonu ile radyolojik bulgularin siddeti ve Th2 cevabinin biyolojik gostergesi
olan serum IgE diizeyleri arasinda da anlamli iliski oldugunu ortaya koymuslardir.
Caligmamizda TB plorezi grubunda plevra IL-13 diizeyleri, kontrol gruplarindan malign
plorezi grubunun degerlerine gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Sonuglar,
TB/malign-dis1 plorezi grubundakilere goére de daha yiiksek olmasina ragmen farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (Tablo-18).

IL-10, in vitro ve in vivo antienflamatuvar Ozelliklere sahip bir sitokin olup;
proenflamatuvar sitokin sekresyonunu inhibe, inhibitér 6zellikte olan sTNFR’{inii stimiile
eder. Bu inhibitor 6zelliklerine zit olarak MTB’e karst makrofaj aktivasyonunu saglamak
icin DC’1 aktive eder. IL-10 sadece Th2 lenfositlerden ve Treg hiicrelerden degil,
monositler, CD8" T (Tc2) hiicreleri ve keratinositler tarafindan da salinabilir. Yapilan

caligmalarda, TB plorezili hastalarin plevral sivilarinda IL-10 konsantrasyonunun arttigi
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ortaya konmus ve IL-10’un lokal immiin yanmit1 sinirladigi bildirilmistir (126, 128).
Calismamizda ise TB plorezi olgularinin plevra IL-10 diizeyleri malign plorezi grubundan
daha diisiik, TB/malign-dis1 plorezi grubundan ise daha yiiksek bulunmasina ragmen bu
farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo-19). Malign plorezi grubunda IL-10
diizeylerinin daha yiiksek saptanmasi, konagin gelistirdigi anti-timoral immiin yanitin IL-
10 tarafindan baskilanarak tiimoriin gelisimi ve ilerlemesi lehine bir durum yaratildigini
diisiindiirebilir. TB plorezide TB/malign-dis1 ploreziye gore artmis IL-10 yanit1 ise uzun
stireli asir1 immiin yanit sonucu ortaya g¢ikabilecek lokal doku hasarinin sinirlandirilmasi
icin konagin gelistirdigi bir mekanizma ile ilgili olabilir.

Fas ligand (FasL), apoptozun diizenlenmesinde énemli rol oynayan tip II membran
proteinidir. FasL’in soliibl formu (sFasL), serum, plevral efiizyonlar, beyin omurilik sivisi,
okiiler siv1 gibi viicut sivilarinda bulunur. Calismamizda TB plorezi olgularinin plevra
stvist  sFasL  diizeyleri, malign plorezi ve TB/malign-dist plorezi gruplan ile
karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek bulundu (Tablo-20). Wu ve arkadaslari
(170) da benzer olarak TB plorezi olgularinda plevra sivisi sFasL diizeylerini, transiida ve
malign plorezi gruplarindan yiiksek bulmuslardir. Wang ve arkadaslarinin (171) farkh
klinik tanilar1 olan plevral eflizyonlarda sFasL diizeylerini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda da
bakteriyel ampiyem ve TB plorezi olgularinda, plevral sivi sFasL. diizeylerinin malign,
translida ve komplike olmayan parapnomonik efiizyonlardaki degerlerden anlamli bicimde
yiiksek oldugu gosterilmistir. TB’a bagli plevral efiizyonlarda sFasL konsantrasyonlarinin
diger plorezi gruplarindan anlamli bir sekilde yiiksek bulunmasi; sFasL’dan tam
konulmamis plevral efiizyonlarin ayirt edilmesinde diyagnostik bir marker olarak
yararlanilabilecegini diistindiirmektedir.

sFasL’1n patogenezdeki yeri tartismalidir. MTB’in Fas/FasL yolu ile reaktif yd T
hiicrelerinin apoptozunu endiikledigi gosterilmistir (170). MTB ile enfekte makrofajlarda
FasL.’1n ekspresyonu artar; MTB’e 6zgiil sitotoksik T hiicrelerinin apoptozu endiiklenerek
bu hiicrelerin sitotoksik etkisi engellenir (172). Diger taraftan MTB’e kars1 konak
savunmas1 da Fas sisteminden yararlanabilmektedir. Rekombinant sFasL’in MTB ile
enfekte makrofajlarda apoptozu endiikledigi ve boylece bakteri yikiinii azalttig
gosterilmistir (173). sFasL’in apoptozu artirdigina iligkin ortak inanca karsilik, membrana
bagl Fas’in apoptotik aktivitesini asagiya cektigi diisiiniilmekte; buna gore sFasL apoptozu
inhibe eden bir faktor olarak kabul edilmektedir. TB plorezide sFasL konsantrasyonlarinin
artmas1 mikobakteri enfeksiyonunun bulundugu alanda efektor hiicrelerin yasam siirelerini

uzatmada ve etkili immiin yanitin siirekliligini saglamada rol oynayabilir.
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sFas da apoptozu bloke ederek tiimoriin bulundugu alanlarda efektor hiicrelerin
tiimdr hiicrelerini 6ldiirmesini Onleyebilir. Mitani ve arkadaslar1 (174) tarafindan yapilan
caligmalarda, malign plevral efiizyonlardaki sFas diizeylerinin, transiida ve TB’a bagh
plevral eflizyonlardan anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir. Calismamizda da
malign plorezili hastalarin plevra sivilarindaki sFas diizeyleri, TB plorezi ve TB/malign-
dis1 plorezi gruplarindan daha yiiksek bulundu (Tablo-20). Bu sonuglar sFas’in, malign
plevral eflizyonlarda, tiimdr hiicrelerinin gelistirdigi lokal immiin siipresyonda rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

TB plorezide en Onemli hiicre grubunun lenfositler oldugu, T hiicre bagiml
hiicresel immiinitenin bu hastaligin lokal patojenik mekanizmalarinda 6nemli rol oynadigi
cesitli ¢aligmalarda bildirilmistir (175, 176). MTB enfeksiyonuna kars1 spesifik hiicresel
immiinite, makrofajlarin lokal aktivasyonunu ve graniiloma olusumu i¢in monositlerin
toplanmasin1 saglayan sitokinleri sekrete eden koruyucu CD4" T hiicre popiilasyonunun
ortaya ¢ikisi ile tamimlanmaktadir (117). TB’da T lenfositlerin 6zellikle T helper-endiiktor
(CD4" T lenfositler) grubunun lezyon bdlgesine go¢ ederek buralarda immiin yamti regiile
ettigi; buna karsin periferdeki T lenfosit oranlarinin genellikle diistigli ¢esitli
arastirmalarda gosterilmistir (176-178).

Perforin ve granzim B gibi litik molekiiller salarak enfekte hiicreleri 6ldiirmelerinin
yam sira IFN-y iireterek makrofajlarin daha fazla aktive olmasini saglayan CD8" T
hiicrelerinin (90), lezyon bdlgesinde say1 ve oranlarinda anlamli farkliliklarin olmadig:
bildirilmektedir (179).

Oral ve arkadaglar1 (178) CD3+ hiicre oranlarini, TB plorezili olgularin plevra
stvisinda ayni olgularin periferik kan 6rneklerinden ve TB-dis1 plorezili olgularin periferik
kan ve plevra sivis1 6rneklerinden daha yiiksek bulmuslar; CD4" T hiicre oranlar icin de
benzer sonuglar elde etmelerine karsilk CD8" T hiicre oranlarinda degisiklik
gozlememiglerdir.  TB plorezili olgularin plevra sivilarinda CD4/CD8 T lenfosit
oranlarmin anlamli olarak artis gosterdigini bildirmislerdir (178).  Guzman ve
arkadaslarinin (180) yaptig1 bir calismada ise TB plorezi ile malign plorezi ve konjestif
kalp yetmezligi hastalarindan almman plevra sivilarinda immiinperoksidaz yontemiyle
lenfosit alt gruplar arastirilmig, T hiicre (CD3+) oranlarmin ve CD4/CD8 T lenfosit
oranlarinin gruplar arasinda farklihik gostermedigi ortaya konmustur.  Calismada
aktivasyon markeri olarak CD25 (IL-2 reseptor) tasiyan T lenfosit oranlari, TB plorezi ve
malign plorezili olgularin plevra sivist hiicrelerinde, konjestif kalp yetmezligi olgularindan

daha ytiksek bulunmustur. HLA-DR+ T hiicre oraninin da TB plorezili olgularin plevral
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mononiikleer hiicrelerinde konjestif kalp yetmezligi olgularina gore daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Calismamizda da TB ploérezi olgulan ile kontrol olgulari arasinda plevra
sivist T hiicre oranlari, CD4+ T lenfosit oranlari, CD8+ T lenfosit oranlari, CD4/CD8
oranlari, aktivasyon belirtecleri (CD25 ve CD69) agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklar saptanmamuistir (Tablo-21).

TB plorezi olgularinda, lezyon bolgesinde lenfositlerin artisini, Ozellikle T
yardimci/endiiktor lenfositlerin artisin1  gosteren calismalar (175-178) ile bizim
sonuclarimiz uyumlu degildi. Calismamizda elde edilen veriler, TB plorezi ile TB-dis1
plorezilerin ayirict tanisinda plevral sivi lenfosit alt gruplarinin yardimci olamayacagini
diistindiirmektedir.

Calisgmamizda TB plorezili olgularin plevra sivist B (CD19+) lenfosit oranlarinda
malign plorezi ve TB/malign-dis1 plorezi olaylar ile karsilastirildiginda; istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamasi (Tablo-21), TB’a karst koruyucu immiinitede hiimoral immiin
yanitin rolii olmadigini1 kanitlamaktadir (175, 177, 181, 182).

TB’a karst koruyucu immiin yanitta rol aldigi diisiiniilen lenfosit gruplarindan biri
de yo T lenfositleridir. MTB ile aktive edilmis yd T hiicre dizileri [IFN-y, GM-CSF, IL-13,
TNF-0 ve c¢ok az miktarlarda IL-4 ve IL-5 salgilarlar. Salgilanan bu sitokinlerin her
birinin anti-mikobakteriyel savunmada ¢ok onemli etkinlikleri vardir. IFN-y ve GM-CSF
makrofaj aktivasyonunda, IL-13 dev hiicre olusumunda, TNF-a mikobakterilerin
oldiiriilmesinde etkilidir (110). Barnes ve arkadaslar1 (110) TB’da yo T lenfositlerinin
roliinii aragtirmiglar; normal saglikli kisiler, TB plorezili olgular ve pulmoner TB’lu
hastalarin periferik kan lenfositlerinin  %3,2-%5’ini  bu hiicrelerin olusturdugunu
gostermiglerdir. Ayni caligmada hasta gruplarina ait periferik kan mononiikleer hiicreleri
1s1 ile o6ldiiriilmiis MTB ile in vitro stimiile edildiklerinde, 6zellikle TB plorezili hasta
grubunda vd T lenfosit oraninin %30 + 7’ye kadar yiikseldigi; pulmoner TB’lu ve milyer
TB’lu hastalarda ise ¢ok anlamli bir yd T Ilenfosit proliferasyonu saptanamadigi
bildirilmistir. Arastirmacilar  tiiberkiiloid lepra’da da lepromatéz form ile
karsilagtirildiginda, y6 T lenfosit proliferasyonunun oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismamizda TB plorezi grubunda yd+ T hiicre orani, her iki kontrol grubuna (6zellikle
malign plérezi grubuna) gore artmis bulunmustur (Tablo-21). Aktivasyon markerleri
CD25 ve CD69’u tastyan yo+ T hiicre oranlarinda ise gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadi. TB plorezi grubunda elde ettigimiz bu veriler, antijen spesifik y6 T
lenfositlerin mikobakteriyel enfeksiyona immiin direngte rol aldigr iddialarim

desteklemektedir.
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NKT hiicreleri (CD3+CD16+CD56+), NK ve T hiicrelerinin 6zelliklerini tagiyan
bir T hiicre alt grubudur. Non-klasik CD1d molekiilii ile sunulan glikolipid ve o-
galaktozilseramid gibi antijenleri tanirlar. Daha ¢ok CD4+CDS8" ya da ¢ift negatif (CD4
CDS8) olan NKT hiicreleri giiclii sitotoksik hiicrelerdir. Proenflamatuvar sitokinler
sentezleyerek, enfekte makrofajlar1 lize ederek, graniilozin ve perforin gibi antimikrobiyal
peptidleri eksprese ederek anti mikrobiyal savunmada rol aldiklari ileri siirtilmektedir
(183). Calismamizda bu hiicrelerin oranlarinda gruplar arasinda anlamli fark olmadig:
belirlendi (Tablo-21).

Calismamizda plevral sivi NK hiicre oranlarinda da gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo-21). Okuba ve arkadaglarinin (184) karsinomat6z
ve TB plorezili hastalarda yaptiklar1 bir calismada, bizim sonuglarimizi destekleyen
bulgular elde edilmis ve iki grup arasinda NK hiicre oranlarinda anlamli fark bulunmamis
fakat TB plorezili grupta plevra sivist NK hiicre aktivitesinin, karsinamat6z orjinli plevral
sividakinden daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Santiago ve arkadaslar1 (175) TB’un
farkli klinik durumlarinda ve viicut sivilarinda yaptiklari ¢alismada plevra sivist NK hiicre
oranlarinda, gruplar arasinda anlamli fark bulunmadigini bildirmiglerdir.  Ota ve
arkadaslar1 (185) TB orijinli plevral eflizyonlarda NK hiicre aktivitesini degerlendirmisler;
plevra sivist mononiikleer hiicreleri ve PBMC’leri PPD ile stimiile edildikten sonra bir
aktivasyon markeri olan IL-2R tasiyan NK hiicrelerini arastirmislar ve plevral efiizyonda
NK aktivitesinin daha gii¢lii oldugunu gostermislerdir. Tiim bu bilgiler, TB plorezide NK
hiicrelerinin roliinii degerlendirirken; say1 ve oranlarinin karsilastiriimasindan ¢ok NK
aktivitesini saptamanin daha dogru bir yaklasim olacagini diisiindiirmektedir.

MTB enfeksiyonlarinda Fas/Apo-1 (CD95) araciligiyla Thl hiicrelerinin
apoptozunun meydana gelebilecegi ve bu olayin MTB’ye karsi koruyucu immiinitenin
zayiflamasi ve hastalifa duyarliligin artmasi ile sonuclanacagi ileri siiriilmektedir (53).
Calismamizda plevral sivi CD95+ lenfosit oranlari degerlendirildiginde TB plorezili
hastalarla kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (Tablo-
21). TB plorezide CD95+ lenfosit oranlarinin diger gruplara gére artmis bulunmamas: TB
plorezide koruyucu hiicresel immiinitede etkin rol oynayan Thl hiicrelerinin ortamda
varligini ve dolayisiyla etkisini siirdiirebildigini diisiindiirmektedir.

Bu caligmada elde edilen verilerin 15181 altinda, TB’daki koruyucu immiinitede Thl
tipi spesifik hiicresel immiinitenin primer yanit oldugu; ESAT-6 ve CFP-10’un TB
plorezili olgularda bu yaniti endiikledikleri ve sonugta bu peptidlerin TB as1

preparasyonlarinda yer almalarinin koruyucu etkinligi daha gii¢lii asilarin gelistirilmesini
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saglayabilecegi; ESAT-6 ve CFP-10’un tani testlerinde yer almasinin BCG’ye baglh
Tiiberkiilin testi pozitifligi ile dogal enfeksiyonun ayriminda ve 6zellikle TB’un endemik
olmadig1 bolgelerde tanida kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bununla birlikte, ESAT-6
ve CFP-10’un kompleks immiinomodiilator etkilerini agikliga kavusturacak yeni, ozellikle

in vivo, ¢aligmalara gereksinim vardir.
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6. EKLER
EK 1

Zenginlestirilmis RPMI-1640

Zenginlestirilmis RPMI-1640, 500 ml RPMI 1640 medium (Biochrom Ag,
Almanya, Katalog no: F 1215) i¢ine asagida siralanmis reaktiflerin ilavesi ile hazirlandi.

¢ 50 ml FCS (Biologial Industries,Israel, Katalog no:04-001-1A)

¢ 10 ml Penicillin/Streptomycin/Kanamycin karigimi (5 ml Penicillin/Streptomycin,
(10000), Gibco Katalog no: 15140-122+ 5 ml Kanamycin (100x) Gibco, Katalog no:
15160-047)

e 10 ml MEM Vitamin/L- Glutamine karigimi (5 ml Vitamin (100x), Gibco
Katalog no:11120-037+ 5 ml L- Glutamine 200mM, Gibco, Katalog no: 25030-024)

¢ 10 ml Na-Pyruvate/Non essential AS (MEM non essential amino acids (100x)
Gibco, Katalog no: 11140-035+5 ml Na pyruvate MEM 100mM, Gibco, Katalog no:
11360-039 )

¢ 500 pl beta-Mercaptoethanol 50 mM Gibco, Katalog no: 31350-010
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