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Abstract

Dunya nufusunun 1/3'0 tlberkulozla enfektedir. eér8 mil-
yon kiside hastalik gegjmekte, bunlarin 2 milyonu hastalik neden
Olmektedir. Tedavinin uzun sireli, kombine, komglele paha
olmasli, ¢gu kez hasta uyumunun @anamama ve coklu ilac
direncli sylarin giderek artmasi hastai kontroliini guclgirmekte-
dir. Gunimuzde tiberkiloza kamevcut olan teks, Mycobacterium
bovisin canli, atentie formu olaBacillus Calmette Guerin (BCG)'dir.
Dinyanin fark bolgelerinde dgisken olmakla beraber, gocuk
¢aginin meningeal ve milier herkiilozunda etkin olansa hastalgin
en sik gorilen formu olan ygkin pulmoner tiberkilozunda yett
diizeyde etkin dgldir. Canli bir g oldugundan HIV ile enfela
bireylerde uygulanmasi kontrendikedir. Etkgnfiin disik olmasi
purified protein derivative (PPD) testinin yorumumuiicletirmes

nedeniyle Amerika Birlgk Devletleri ve bazi kuzey Avrupa ulkele-

rinde rutin gllama programinda yer almamaktadir. Tub&kir
etkin bir sekilde kontrolll ve gelecekte eradikasyonu, etkjdaain ve
spesifik tani i¢in uygun reaktiflerin bulunmasi ieimkin olacatkr.
Bu yazida, glamanin immunolojisi ve granilomatdz enfeksilgam
bir prototipi olarak tuberkiiloza kargelistirilen yeni &I adaylaindar
s6z edilmtir.

Anahtar Kelimeler: Granulomat6z enfeksiyon, tuberkiloz,
baiklama
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One-third of the world population isfacted with tuberculosi
approximately 8 million people developing the aetdisease and
million dying of tuberculosis each year. The cohtibthe disease
being difficult because of complicated treatmerguieements wit
combine, long period, eepsive and patient compliance and ge
more multidrug-resistant strainBacillus Calmette Guerin (BCG), ¢
live attenuated strain dflycobacterium bovis is the only current
available antituberculosis vaccine for use in husnaAlthougt
protective effcacy is variable in different parts of the worldC8 ha
been shown to protect against disseminated and nges
tuberculosis in young children, but its efficacy pneventing adL
pulmonary tuberculosis, which is commonly presentiform o
tuberculoss, is not sufficient. BCG being a live vaccine
contraindicated in HIVinfected individuals. BCG vaccine is
recommended for use in the US and some northeropEan countri¢
because of its low efficacy and its interferencéhvurified protei
derivative (PPD) skin test screening. The effectivetadrand futur
eradication of tuberculosis is dependent upon thailability of
effective vaccines and reagents for specific diagndn this reviev
immunology of vaccination and new developing vaecgandidate
against tuberculosis which is the prototype of glamatou
infections is discussed.

Key Words: Granulomatous infection, tuberculosis,
vaccination

Granllomattz reaksiyon, genellikle hiicre ici aktivitede arly, T hiicre aktivasyonu ve lenfokin
mikroorganizmalarin okiurdusu kronik enfeksi-  salinimina yol acar. Lenfosit ve makrofajlar, infla
yonlarda, etkeninin ortadan kaldirilamgdi du- masyon alanina glir. Merkezde makrofajlardan
rumlarda meydana gefirDolayisiyla enfeksiyéz tiiremi epiteloid hiicreler ile dev hiicreler ve bun-
ajanin olyturdusu kronik antijenik uyari; konakta larin ds kisminda aktif olarak g@lan lenfositlerin
makrofaj aktivasyonu, fagositik ve mikrobisidal yer aldgi, fibroblastlarla cevrili granilomattz

lezyonlar gekir.® Cogu kez etkeni bulundiu yer-

de sinirlayip zararsiz hale getirerek konak immun
yanitina katkida bulunan granilomlar, bazen de yer
tutan lezyonlar olarak bulunduklari dokularda za-

rarl etkiler yapabilirler.
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Granllomattz reaksiyon, enfeksiydz ya da da antijeni yakalama yeteneklerini kaybederler

enfeksiydz olmayan bircok nedenle gbilir.
TUberklloz, lepra, bruselloz, salmonelloz, sifiliz,
tularemi,  histoplazmoz, blastomikoz, kok-
sidiomikoz,sistozomoz gibi enfeksiydz hastaliklar,
granillomat6z reaksiyonla seyredefilir.

Bircok enfeksiyon hastah icin hastalgl ge-
¢cirmeden Oncesdama ile 6zgul basikhgin sa-
lanmasi arzu edilir. #flamada; enfeksiyonu tama-

ancak naif T hucrelerini aktive etme yetgimé
kazanarak olguntarlar. Baslica kostimulatér mo-
lektller olmak Uzere 6nemli ylizey molekillerinin
ekspresyonlarinin artmasi, birbirleriyle etkéa
efektdr T hiicrelerinin aktivasyonuna sebep olur.

Hucresel imminite, cok sayida T hiicre alt
gruplarinin etkilgimiyle gerceklgir ve tiiberkdlo-
za kasi bagisikligin olusmasinda anahtar roli oy-

men Onlemek, yalnizca replikasyonu baskilamak,nar. Hayvan modellerinde interfergn{IFN-y)

daha duyarl bireylere buyladnlemek, enfeksiyo-
nun yani sira patolojiyi de 6énlemek gibi farkll a-
maclar hedeflenebilir.

ideal bir a1, konaa zararl etki yapmaksizin,
dogal enfeksiyonun okturdugu immunolojik uya-
riyl aynen taklit edebilmeli, kolay Uretilebilmeli,
yan etkilerden arindirilrg) stabil, ucuz ve kolay
uygulanabilir olmaldif. Ancak gunimiizde bu
Ozelliklere sahip cok az sayidal avardir. Clnk
mikroorganizmalarin giuna kagi hangi tipte
immun yanitin etkirgekilde koruyuculuk sgadig
¢ok net degildir.

Immin yanitin olsumunda anahtar evre, en-
feksiyonun bglangic donemidir. Mikroorganizma-
larin  icerdgi  bakteriyel polisakkarit ve
lipopolisakkaritler, fungal polisakkaritler, fladiel
ve bakteriyel DNA ya da viral RNA gibi bircok
farkli makromolekdl, ortak bir paterne sahip mole-
kuller olup, “tehlike sinyalleri” olarak adlandmm
lar* Immin yanit tehlike sinyalinin vaginda
olusabilir.

Mikroorganizmalar; kon@n “patern taniyici
reseptorleri” ile yabanci olarak taninirlar, enttmsi
ile fagositik hicre icine alinirlar, lizozomal
vesikuller ile birlgirler. Aciga cikan peptidler,
MHC klas 1l molekdllerince hiicre ylzeyinesta
nirlar  (ekzojen antijenin siemden gegi).
Intraselliiler patojenlerin hiicre icinde sentegledi

sekrete eden CD4T lenfositlerinin rolu gosteril-
mistir. CD4" T hiicre sayisi azalgwolan AIDS'li
hastalarda tiiberkiiloza kaduyarlilikta arty sap-
tanmgtir.’> Son zamanlarda CDS8T hiicrelerinin
konak savunmasindaki, 6zellikle de latent faz tu-
berkiilozundaki 6nemi daha da nethéstir. CD8"

T hicreleri tiberkiloza kgrimmunitede wg farkh
mekanizma ile etkili olurlar;

1-Enfekte hicrelerin sitolizi

2-Antimikrobiyal aktivite yoluyla mikobakte-
rilerin dogrudan ekstrasellller olarak éldurtlmesi

3-IFN-y salinimi

Insanlar tizerinde yapilan bazi ealalarda,
mikobakteri ile enfekte makrofajlari liziseznata-
bildikleri, bdylece de ayni anda granulizin ve
perforin iceren grandllerin salinimi ile bakterinin
eradikasyonunu gadiklari gosterilmitir. Bunu
destekleyeceksekilde rekombinant granulizinin
perforin ile birlikte etki ederek hiicre ici baktan
yikimini sgladigi ve ayrica ekstraselliler M.
tuberculosis’in dgrudan lizisine neden olgu
bulunmuytur. Ayrica fare modelinde akigrlerde,
enfekte konak hucrelerini lizisegtatma yetene-
ginde sitotoksik CD8T hiicreleri izole edilnstir.
Ancak perforin ya da granulizin aracili sitotoksik
yollari eksprese edemeyen knock-out farelefedi
farelerle ayni diizeyde tuberkiloza skaduyarlilik
gostermglerdir. Bu nedenle CDS8T hiicrelerinin

antijenler ise, sitoplazmada proteazomlar icindesgsladizi mikobakteriyel klirens, IFNfya bagli

peptidlere ayrilir, MHC klas | molekadlleri ile higr
ylizeyine tainarak CD8 T lenfositlerine sunulur-
lar?

Dendritik hdcreler, antijeni aldiktan sonra

fonksiyonlarla ilkili olabilir.®

Yakin zamanda yapilan birkac gaha, CD4
ve CD8 T hiicre alt gruplarinin fonksiyonlari tize-
rine odaklanmtir.®” CD1-restrictechf T hiicreleri

kemotaktik sinyaller ile enfeksiyon bdlgesinden ve v T hiicrelerinin sirasiyla IFN-iretecek ve
bolgesel lenf nodlarina go¢ ederler. Bu go¢ sirasin sitolitik aktivite gosterecekekilde mikobakteriyel
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lipidler ve ufak fosforile metabolitler ile aktive eski hicrelerin dlmesini gerektirebilir. Bu ggan
edildikleri gosterilmitir.® Yine son zamanlarda miicadelesinde, bir hiicre ya da klona hangi faktor-
CD4" T hicrelerin CDACD27 fenotipi gosteren lerin destek oldgu bilinmemektedir. Ancak lza
farkll bir T hicre alt grubunun IFM-Uretmenin  langictaki klonal gesleme ne kadar buyukse,
yani sira perforin ve granzim B sekrete ederekbellegin o kadar uzun siire devam gitgosteril-
(CD4" sitotoksik T lenfositler)M. tuberculosise mistir.*

karsi defansta rol aldiklari ortaya kongtur.? An- Ozet olarak, beln devamlilzinin salan-
cak bu alt grupslarln fonksiyonlari heniiz tam olarak a5 1nda, iki strateji ileri stirulngtiir. Tlki asilarin,
cozllememitir. uygun dozda antijen ve uygun adjuvan ile en fazla

Immunolojik bellek sayesinde, ayni antijenle klonal genjlemeyi sglamak (zere tasarlanmasi,
yeniden kagilasildiginda, immdn yanitin daha hizli  digeri de antijenik uyarinin uzun sureli devaminin
ve daha giiclii bicimde ortaya ¢ikmasglaair® sgglamasi icin uygun vektorlerin secilmesidir.

antijenle tekrar karlasma durumunda, IFN:  antijenin sekli, dozu, uygulanma yolu, adjuvan

timor nekrozis faktow, interlokin-2 (IL-2),  kullanimi son derece énemlidir.
interlokin-4 (IL-4) gibi sitokinleri hizla Uretelite-
leri gibi 6zellikleri ile naif T hicrelerinden falk
fonksiyonlar  kazanmi genklemis  lenfosit
klonlaridir**® Asilama stratejileri acisindan,
hicre bellginin nasil dgdugu ve nasil strdiil-
ndn, bunun icin sirekli antijen temasinin gerekip
gerekmediinin anlailmasi bilyiik 6nem tar.™

Asilarin ¢cgunlugu, Th2 adjuvan olan alum ile

birlikte uygulanir ve prensip olarak antikorlarin
T yiksek titrede olgturulmasi amaclanir. Ancak
Ozellikle intraselliler organizmalarin birgmna
kargi dogal koruma, genellikle Thl yapisindadir.
Gucli  bir hicresel yanit dfturuldusunda,
subklinik diizeyde bir baskilama gsanabilecek
9" veya enfeksiyon 6nlenebilecektir*? Ancak hiic-
rak, MHC kl.a's I've MHC klas II'den kgamsu"bw. resel immuinitenin koruyucufw konusunda somut
ya.sa.r.n bigimi kazandlklarlna,. antuejnl.k bir kanit olmadgindan, pek cok yenisa gucli bir
stimilasyona gerek olmaksizin prolifere olabildik- 11,1 e CD8 sitotoksik T lenfosit yanitini artirmak
lerine ve antueﬂnleﬂ yeniden I@Ilas-tlkla.r.mda bill- icin tasarlanmaktadir. Sitotoksik T lenfositin yani
nen hizli ve gucld angmnestlk immdn cevabi but|n|n indiksiyonu i¢in antijenin MHC klas | tara-
suretle olgturduklarina inaniimaktadif. findan sunulmasi gerekir ve bunu giumanin en

Ancak yeni cakmalar, bellek CD4T hiicrele-  etkin yolu, hiicreleri enfekte eden canli vektorieri
rinin MHC klas Il temasindan (yani T hicre resep- kullaniimasi ve antijenlerin sitoplazma icinde ta-
toru tetiklemesinden) yoksun gamalarinin bu  ninmasidir. DNA canl vektérler gibi bu antijenleri
hicrelerde immunolojik belig bozdyunu; hiicre icinde olgturma avantajina sahiptir. Ayrica
dendritik hiicrelerdesiem goren antijenleri taniya-  adjuvan etkisi olan ve arzu edilen yénde yanig-olu
rak cevap verme yeteneklerini azgitn goster-  turabilen sitokin genlerini de kodlayabifit™>
mistir. Bellek T hiicre havuzunun by anti- immin sistemin antijenleri en iyiekilde ta-
jenin devamlilgi ile saglanir.  Tekrarlayan pnaq) icin, adjuvan secimi, kritik bir 5neme sahip
asemptomatik enfeksiyonlarin veya organizmadakir jdeal bir adjuvan, gereken antijen miktarini ve
antijen kalintilarinin veya capraz antijenik etkile uygulama sikigini azaltabilmeli ve azalmimmiin

simlerin spesifik bellgi strekli canli tuttgu var-  yant); hastalardasaetkinligini artirabilmelidir®
sayilabilir!®

Bellek hiicrelerinin naif hiicrelerden farkl ola-

Bellek havuzundaki yer sinirlidir. Zaman igin- Tuberklloz Asllari
de yeni bir antijenle kadasiimasi, yeni bir klon Dinya nifusunun  1/3'0  tUberkilozla
setinin genjlemesi ve bellek havuzuna girmesi, enfektedir ve her yil 2 milyon i hastalik nede-
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niyle dlmektedirt”*® Coklu ilaca direncli sglarin BCG alsI, giinimiizde koruyuculukta énemli
giderek artmasi, HIV ile koenfeksiyon gibi faktér- oldugu disinidlen bazi antijenleri icermemektedir.
lerin yani sira, uzun sireli, kombine, kompleks, Virulan mikobakterilerde mevcut olan ancak BCG
pahall bir tedavi rejimini gerektirmesi, yeterlidta  asisinda gdsterilemeyen bu genlerin, atenlasyon ve
uyumunun sglanamamasi hastgln kontrolinli  tekrarlayan pasajlar esnasinda silnddistnil-
gliclestirmektedir!®*® mektedir. 1996 yilinda Mahairas ve arkgda,

Tiberkiilozun etkin bisekilde kontrolii ve ge- ‘region of (_Jleletion-l, 2, 3" RD1, RDZ_ ve RD3
lecekte eradikasyonu, etkigiarin ve spesifik tani  0larak  belirlenen, d¢  farkli - genomik bolge
icin uygun reaktiflerin bulunmasi ile mimkin ola- identifiye etmglerdir. Bu bolgelerin sayisi bugin
caktir. Giiniimiizde mevcut ol&acillus Calmette  itibariyle 16'ya kadar ¢ikngi(RD1-RD16) olup en
Guerin (BCG) aisi, Fransiz bilim adami Calmette i karakterize edilmi olan RD1 gen Dbolgesidir.
ve Guerin tarafindan gelirilmis, M. bovisden ~ RD1 bolgesindeki genlerin BCGsiasuslarinda
derive edilen canli, ateniie birstur. 1921 yilindan ~ ©/mayip M. bovis ve M. tuberculosis'in ttm test
bu yana, 3 milyardan fazlaskitizerinde uygulan- edilen virulan laboratuvar ve k_Il_nlk |zolatl_ar|n(_ja
mistir.'® Asinin cocukluk cai meningeal ve milier ~Mevcut  olmasi,  bu  spesifik  proteinlerin,
tiiberkilloza kat koruyucu oldgu kabul edilmek- ~ Patogenezde rol alabilegieve spesifik tanida fay-
tedi. Ancak en yaygin form olan ygtin  dall olabilecgi gorisinii ortaya atrgtir.”* Ayrica
pulmoner tiberkilozdan koruyuculuk orangil- M tuberculosis’iq iki 6nemli .major T hicre antije-
tere’de %80 ile Giney Hindistan'da %0 arasinda™ olan culture filtrate protein 10 (CFP10) ve garl
desiskenlik gostermektedi® Bunun gercek sebep- SECretory antigenic target 6 (ESAT-6); siraslyla,
leri bilinmemektedir. One sirilen teoriler, gm ~ RD1'in open reading frames-6 (O|§f6) ve ORF7
dogal capraz koruma ya da tropikal ve iliman ik- Polgelerinde kodlanmgktadlrlé?r': BCG
limlerde cevresel mikobakterilerle temas sonucuStslarnda ve cevresel mikobakterilerde olmayan
BCG aisinin etkinlgini bozan ya da maskeleyen PU gen segmentininM. tuberculosis complex’in
bir stipresyon, alanan Kiilerin genetik farklilikla- ~ tUm sylarinda mevcut oldgu gosterilmtir.®

ri, beslenme durumlariM. tuberculosis sulari BCG aisinin etkinlginin az olmasi, purified
arasindaki désen virulans farkhliklari, helmintler  protein derivative (PPD) testinin yorumunu gigele
gibi diger patojenlerle koenfeksiyon ve BC@la- tirmesi nedeniyle, s ABD'de ve bazi kuzey Av-

rinin degisen genotipik ve fenotipik 6zellikleri rupa Ulkelerinde tavsiye edilmemektedir. Canli bir

olarak 6zetlenebilit®*? asl olduzundan, HIV ile enfekte bireylere uygu-
BCG aisinin koruyuculiu, farki carafi  lanmasida kontrendikedif”
bolgelerde dgiskenlik gostermektedir. Isi ve PPD'nin, tanisal amach yaygin bir kullanimi

ultraviyole radyasyonu gibi enlemlestili birkac vardir. Ancak icerisindeki antijenik komponentler
ekolojik faktor olsa da, asil olarak tropikal bélge standardize dgldir. Farkli  kaynakh ticari
lerde cevresel mikobakteri prevalansinin daha yik-preparatlarda farkh antijenik icerikler nedeniyle
sek olmasi, bu bdlgelerdeki BCGi atkinliginin PPD yanitinda farkhliklar okabilir. Bu nedenle,
daha dgiik olmasini aciklamaktadit.Brandt ve  yeni & adaylarinin getiriimesi ve tiiberkiilozun
arkadalar, tiiberkiloza kgar BCG gisinin koru-  spesifik tanisi icin standardize preparasyonlara
yucu olmadg Karonga ve Malawi toprak sahip olmak igcinM. tuberculosisin major antijen-
orneklerinden izole edilen mikobakterileri, fareer lerinin ve epitoplarinin identifiye edilmesi gere-
inokiile ettiklerinde, BCG alamasini takiben fare-  kir."’

lerde yalnizca gegici bir immun yanit glugunu
gostermglerdir. Cevresel mikobakterilerle duyarli-
lasma BCG aisinin etkinlgini onlemekte ancak n optimal immaniteyi indiklemesi ve ilk kar

§ubUn?t ailann olwturdugu T hUcr(()e yanitinda  |asmada patojenin karili sekilde eradikasyonunu
onemli bir farklilik olyturmamaktadif’ takiben ayni patojenle gelecekteki tmsmalar-

Basarili bir sllama stratejisi, immunolojik
bellegin indiksiyonuna dayanir. @al enfeksiyo-
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dan konak korunmalidir. Tuberkiloz
immiinite tam dgildir.*® Giiney Afrika’da yapilan
genk capli bir camada, tuberkilozun baril

icin bu

Canan EVCve Ark.

M. tuberculosisin major sekretuvar proteinle-
rini (kristallin ve Ag85A/B/C kompleksi) devamli
eksprese ve sekrete eden rekombinant BCG

sekilde tedavisi sonrasi ekzojen enfeksiyonun olu-swlarinin; kobay modelinde, parenteral BC@-a

sabildigi gosterilmitir.?
Enfeksiyon ¢gu kez yaamin erken bir déne-
minde alinir, olgularin %90’inda latent olarak kal

sindan daha fazla koruyuculukgkedig gosteril-
mistir.?°
BCG ailarinin en énemli eksikliklerinden biri

ve ozellikle immunsupresyon durumu olmak tizere,de CD8 T hiicrelerini uyarma yetepmin az ol-
herhangi bir zamanda reaktive olabilir. Diinya masidir. BCG gsindan elde edilen antijenlerle

ndfusunun 1/3'Undn latent olarak enfekte @du

kargilagtiriidiginda, M. tuberculosis antijenlerinin

tahmin edilirse, hem temas 6ncesi hem de enfeksikonak hicre sitoplazmasi icine daha kolay girdi

yon sonrasi etkili olabilecek bigiaya da bu amac-

Tlberkiloz a calsmalan gecgimiz 10 il
boyunca, buytk bir ivme kazangtir. Rekombi-
nant DNA teknolojisindeki gelmeler,M. tubercu-
losisin bircok major antijeninin identifikasyonunu
salamigtir.

1998 yilinda M. tuberculosisin virllan bir
laboratuvar sgunun (H37Rv) ve virtlan bir klinik

ve CD8 T hiicre yanitini daha kuvvetle uyand
ileri strtlmistir?” M. tuberculosis enfeksiyonu-
nun, BCG enfeksiyonuna gore, ovalbuminin MHC
klas | ile sunulmasini daha fazla artgndgosteril-
mistir.?® Bloom ve arkaddari ise,, mikroglobulin
geni olmayan farelerd®!. tuberculosis enfeksiyo-
nunun ciddi, BCG enfeksiyonunun ise kontrol
edilebilir bir seyir gosterdini saptamglar ve
MHC klas | yanitininM. tuberculosis icin daha
onemli oldgunu vurgulamglardir® Bu nedenle

izolatinin (CDC1551) tam genom sekanslari eldeBCG allarinin gelgtirilmesinde, etkin antijen sali-

edilmis, M. leprae genomu, yakin zamanda belir-
lenmis, M. bovis, M. avium, M. smegmatisin ge-

nom sekanslari ise belirlenmek Uzeredir. Patojen

olan ve olmayan ¢éli mikobakterilerin kagilas-

nim sistemleri ile MHC klas | sinirli immun yaniti-
nin artirilmasi da amaclangtir.

Hess ve ark., Listeria monocytogenesin
listeriolysin’ini sekrete eden bir rekombinant BCG

tirmal fonksiyonel analizi ig¢in zengin bir sekans swu ile BCG'nin icerdgi antijenlerin MHC klas |

veri ve bulgulari olgmustur. Hastalgin farkh ev-

yoluna girkini ve CD8 T hucrelerine etkin bir

relerinde in vivo olarak eksprese edilen spesifik bicimde sunulmasini gkayabilmislerdir.*

gen Urdnlerinin  analizleri ile yeni antijenler
identifiye edilms ve cok sayidasa adayl hayvan
modellerinde tarannghir. Persistan ya da latent faz
M. tuberculosis enfeksiyonu, cevresel
mikobakterilere temas, BCG si@mamasini taklit
eden modeller galiirilmi stir.*®

Rekombinant BCG aslilari
BCG alIsinin immuinojenitesini artirmaya yo-

Son zamanlarda Marcus Horwitz ve arkdaa
r, BCG aisini genetik olarak modifiye ederek
rBCG adindaki @y1 gelistirmislerdir. rBCG 30,
hicre duvarl sentezi i¢in gerekli olan 30 kDa'luk
bir mycolyl transferase enzimini M.
tuberculossden 5-6 kat daha fazla sentezleme
Ozelligine sahiptir. Ancak BCGsasinda bu 6zellik
yoktur. Bu ginin hayvan modellerinde BCGyla
sindan daha etkin bir immin yanit glurdusu

nelik olarak, orijinal derivasyonu esnasinda kaybo- gosterilmitir. Bu a1, BCG'den daha etkin olgu

lan antijenlerinin ya da konak sitokinlerinin eks-

presyonu sglamak Uzere, M. tuberculosisin

gosterilen ilk aidir. Guney Afrika’da faz IV bir
calisma balatilmig, Peru ve Hindistan’da ise faz

. .. . .. .. 31
imminodominant antijenlerini eksprese ve sekretelll calismalar planlanngtir.

eden rekombinant BCGsiar olusturulmustur.
Hayvan modellerinde yapilan gahalarda, bunla-
rin konvensiyonel BCG sesina gore koruyuculu-
gunun daha fazla olgu gdsterilmtir.°
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Canli atenue tuberklloz ailar
Tam tersi bir yaklam, koruyucu 6zellikteki
antijenleri korunan ancak virulan genleri uzakla
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rilan mutant atenie canh ttberkiloglarinin o-
lusturulmasi olmsgtur. Bu yaklgaim oldukca ilgi
gormistir. Ancak genetik olarak modifiye edilen
bu canh ailar, glvenlik acisindan halen énemli bir
problem olgtururlar. Bu sglarin ¢cgu ileriki asa-
malarda ¢ok daha virulan gara dongmuslerdir.
BCG allan ile kagilastinldiklarinda daha Ustiin
olmadiklari gorilmgidr.

Mc Kinney ve arkaddari, enfeksiyonun erken
fazinda vaki tipte sylar gibi ¢gzalan, fakat enfek-
siyonun kronik fazinda hizlica elimine edilen bir
“isocitrate lyase knockout” su olusturmulardir.
Bu tip “knockout” sylar, daha sonra canlglaada-
yI prototipi olarak ele alinabileceklerdf.

Mikobakterilerin genetik modifikasyonu icin
gerekli tekniklerdeki gejimeler ile, olasi virulans
faktorlerini kodlayan genlerin delesyonu miamkin
olmustur. Bu sekilde olyturulan mutantlar, gtiven-
lik acisindan ve PPD yorumunda kakliklara yol
acmadiklari igin, vag tipte BCG aisindan daha
avantajli bulunmglardir®®

Subunit asilar
Asilar genelde mikroorganizmalarin batind ile
hazirlandiklari gibi sadece bazi antijenik par¢acik
larin kullaniimasi ile de hazirlanabilirler (subtini
asllar). Yine son zamanlarda “sentetik peptida
ri” tzerinde y@un bir calsma balatilmistir.

Subinit allarinda, immin yanit, secilgi
antijenik determinantlara kar olusturulur. Canl
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immuanojenitesi az oldiu icin adjuvanlarla birlikte
uygulanmgtir.’

Yine aditif ya da sinerjik etkileri olan ESAT-6
sentetik peptid ve spesifik uygun antijen kemnla-
rinin, tiberkiloza kar duyarli bir tanisal reaktif
olarak faydali olabilegg gosterilmitir. *

Fare modelinde Ag85B ve ESAT-6'ya kisa ve
uzun sdreli maruziyet ile BCGdamasina geger
bir koruma sglanmstir. *®

BCG aisl1, cevresel mikobakterilerle duyarli-
lik olusmadan 6nce uygulangnda, ¢cocukluk ga
tiberkilozuna kar koruyucu olmaktadir. 10-12
yil icinde azalan bellek immdinitesi ile birlikte,
adolesan donemde birey reenfeksiyona acik hale
gelir, akcger tiiberkillozu insidansi artdnsanlar-
da BCG ile rapel @lama, PPD pozitif bireylerde
abartili bir reaksiyon okumuna yol acabilmesi
nedeniyle tavsiye edilmemektedir. Subutmiiain
BCG allamasini takiben rapel olarak uygulanmasi
ise bir baka yaklgimdir.

Ag85A'yi iceren bir sublnitsasi, BCG aila-
masi sonrasinda rapel doz olarak farelerde uygu-
landzinda baarili olarak rapor edilngtir.?%3° Boy-
lece BCG aisli ile ¢cocukluk cginda olgan fakat
adolesan dénemde azalan immdiniteyi artirma ama-
clyla, secilen belli antijenleri iceren bir subinit
asisinin  rapel olarak uygulanmasi, cevresel
mikobakterilerle temastan etkilenmeksizin koruyu-
cu immiiniteyi tekrar gdayabilecektir. Ozellikle
BCG & calsmalarinin bgarisiz oldgu 3. dinya

asilara gore, guvenlik ve kalite kontroll agisindan gikelerinde global tiiberkiiloz epidemisini kontrol

onemli avantajlari vardir.
Enfeksiyonun erken bir evresinde aktif olarak,

altina almaya yonelik olarak bu rapallama ile
mortalite ve morbiditede ciddi bir azalma olabile-

kisa siirede, cok miktarda kiltir filtratina sekrete cektir.

edilen antijenik proteinlerin T hicreleri tarafimda
gucli bir bicimde tanindiklari anidmistir. Bu
antijenik proteinler identifikasyon icin parcalara
ayriimis ve T hicre reaktiviteleri test edildikten
sonra subinitsa adaylar olarak kullanilngiardir.

Isi soku proteinleri ile kaplastirildiginda,
sekrete edilen antijenlerin (ESAT-6, Ag85B,
MPT64 ve MPB70), T hiicrelerini daha iyi stimile
ettikleri ve IFNy Uretimlerinin daha fazla olgu
gosterilmitir.®* M. tuberculosisin yapisinda var
olan ancak BCG s swunda olmayan ESAT-6,

102

Subdnit ve peptid s@ari, imminkompromize
bireylerde giivenli olmalari nedeniyle oldukga ilgi
cekmglerdir. Ancak bu ailar, gicli ve uzun sireli
koruyucu immuniteyi indiklemek igin uygun
adjuvanlarla sganan etkin bir salinim sistemini
gerektirirler.

En buyuk problemlerden biri, adjuvan secimi-
dir. Monophosphoryl lipid A (MPL) ve dimetyl
dioctadecyl ammonium bromide (DDA) gibi sente-
tik adjuvanlarin yani sira ilgi, konak proteinleg
hicrelerinin kullanimi izerine odaklargtnr. En

Turkiye Klinikleri J Microbiol-Infec 2004, 3
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Umit verici yaklgimlardan biri, dendritik hlcrele-
rin kullanimi olmytur. Bu hicreler kolaycau.
tuberculosis ile enfekte olabilirler ve antijen sunu-
mu ve interlokin-12 (IL-12) Uretimi araciiyla
primer T hiicre yanitini Bkatabilirler. Ancak bu
yaklasimda ©nemli bir problem, MHC uygun
dendritik hiicreleri gerektirmesidir. Bu stratejij b

Canan EVCve Ark.

relerine sunulurlar ve hiicresel immuniteyi induik-
lerler. Konakta gucli bir sitotoksik T lenfosit in-
duksiyonu ve Thl cevabi alur. DNA ailari ile

gercek bir enfeksiyon hastalik riski olmaksizin
taklit edilebilir ve rapel doza gerek yoktuAncak

insanlarda g@ri bir sitotoksik cevap ile konakta
hasar olgturma, c¢cok sayida hucreyi o6ldirerek

nedenle her ne kadar potansiyel antijenlerin taranimmdinizan antijen okumu, otoimmunite veya

masinda faydall bir metod ise de, tliberktlozaikar
asl olarak kullaniimasi imkansiz gibi gortlmekte-
dir.'®

Diger mikrobiyal vektorler
Daha iyi bir T hicre yanitinin elde edilmesi i-
¢in antijen talyicisi olarak mikobakteri antijenle-
rini eksprese eden aten@almonella ve Vaccinia
virus kullaniimstir. Bu stratejide, tayici mikroor-
ganizma ile adjuvan etkisi ganmstir. *°

Fare modelinde, ESAT-6 ve mycobacterial
protein tuberculosis 63 (MPT 63) antijenlerini
eksprese eden DNAsial ile gillamanin ardindan,
ayni antijenleri tgyan modifiye vaccinia virus
Ankara aracifityla rapel dozu yapilngtir. BCG
asisl ile edeger dizeyde bir koruyucu yanit ghu
turdugu gorulmigtir 3

DNA asllari
Bir patojene ait spesifik antijenleri kodlayan
genlerin, bir bakteri plazmidine klonlandiktan son-
ra plazmid DNA’sinin alici koria deri i¢i veya
kas yolundan verilmesi ile yapilansiamaya
“DNA immunizasyonu” veya “gen tedavisi” den-
mektedir. Allamayi takiben plazmid, konak hiic-

resine girer, nikleusa gecer ve bir epizom (kromo-

zomla birlgebilen plazmid) olarak kalir.
Epizomdaki plazmid DNA'si, konak metabolik
mekanizmalarini kullanarak kodl&di antijenin

sentezini dg@rudan yonetir. Ekzojen DNA'nin
kodladgl bu sifreye gore hicrede sentezlenen

konak genomuna entegre olup maliniteyi indikle-
me olasiliklari nedeniyle guvenli olup olmadiklari
heniiz net olarak bilinmemektedir.

DNA agsllari, latent tiberkilozlu bir fare mo-
delinde endojen reaktivasyonun o©nlenmesi igin,
ilacla  tedavi edilen farelerde ekzojen
reenfeksiyonun dnlenmesi icin ya da kronik olarak
enfekte hayvanlarda hasfah seyrinin dgistiril-
mesi amaciyla caimalarda kullanilmtir. %’

M. tuberculosis antijenlerini (DNA-Ag85A ve
DNA-Ag85B) iceren plazmid DNA'sI ile fareler
immunize edildginde, antijene spesifik Th1 hiicre-
lerin baskin oldgu hicresel bir immin yanit a
lanmg ve M. tuberculosis ile kagilasma sonrasin-
da da koruyucu oldiu gosterilmtir, 3

M. lepragnin Hsp60 proteinini kodlayan bir
DNA agis1, fare modelindeki enfeksiyonda BCG'den
onemli dlctide daha iyi bir korumagtamstir.**

DNA-85B ile gllamayi takiben BCG ile rapel
asllama yapildginda, bu kombinasyonun, teksba
na BCG allamasindan daha dstin ofgugdste-
rilmi stir.*?

Hayvan modellerinde, plazmid DNA's! ile
ESAT-6 ve MPT64 gibi sekrete edilen antijenlerin
genlerinin uygulandn asilarla da koruyuculuk
sgglanmstir. Karsilagtirmali bir calgmada, DNA-
Ag85B ile DNA-ESAT-6 ve DNA-MPT64'den
daha iyi bir koruma sganmstir.*® Ayrica, DNA-
Ag85B, DNA-ESAT-6 ve DNA-MPT64 ile
koimmunizasyonun tek bir DNAsesinin sgladi-

endojen protein, hiicrede antijen sunumu icin gere-gindan daha iyi bir koruma gadig gozlenmg-

ken klemlerden gecirilip MHC klas | molekdlleri
ile CD8 T hicrelerine sunulur ve hicresel
immuUniteyi indUkler. Ayrica bu proteinler

tir.** Bir baka calsmada, DNA alarinin
multivalan kombinasyonu ile (ESAT-6, MPT-64,
MPT-63 ve KatG kodlayan genleri iceren plazmid)

ekstraselliller olarak salindiklarinda ekzojen prote immunizasyon, antijenik yamanin olmadi ve

in antijen sunan hicreler tarafindan aliglpmden
gecirilir;, MHC klas 1l molekailleri ile CDAT hiic-

Turkiye Klinikleri J Microbiol-Infec 2004, 3

gucli bir koruyucu etkingii indiikleyen bir immun
yanit olyturmustur.*
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Sekrete edilemeyen proteinlerdensaln DNA
asllan arasinda, DNA-38 kDA antijeni ve DNA-
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Fareler tiberkiloz modeli olarak en sik kulla-
nilan hayvan modelidirler. Ancak farelerde tuber-

hsp65 ile immunizasyon tuberkiloz fare modelinde killoz patogenezi, insanlardakine daha az oranda

koruyucu etkinlik gostermgtir.*’**® Ek olarak
DNA-hsp65 ileM. tuberculosis ile enfekte farele-
rin asilanmasi, imminoterap6tik etkinlik @amis
ve persistansi ortadan kaldigm.*

Tlberkiloz Asi Calismalarinda
Hayvan Modelleri

Robert Koch’'un zamanindan bu yana ttiberki-

loz, fare, kobay, taan, ve insan olmayan primat-
lar gibi birgok hayvan modeli Gzerinde gadinis-
tir.>® Ancak bunlarin her biri icin bazi sinirlamalar

benzerlik gosterir. Genellikle kazeifikasyon nekro-
zu ve likefaksiyon gejimez, lezyonlar kalsifiye
olmaz. Hastafiin ileri evrelerinde bile kavitasyon
olusmaz. Tuberkiloza kismi bir direng¢ gosterirler,
solunum yolu ile az sayida basile maruz kaldikla-
rinda enfeksiyon gelir ancak neredeyse normal
yasam sireleri kadar yarlar® Maliyetleri daha
azdir. Grup icinde ufak varyasyonlar gosteren
swlari vardir. BCG ile immunize edilebilir ve anti-
tuberkiloz ilaglarla bgaril bir sekilde tedavi edi-
lebilirler ve immunolojik belirtecleri gegibir ce-

sz konusudur ve tuberkiloz icin ideal bir model sitlilik gosterir.’® Farelerde tiiberkiiloza kargeli-

yoktur.

Kobaylar ve tayanlar, tiiberkiiloz patogenezi
¢calismalarinda kullanilan modellerdir. Ancak en-
feksiyona son derece duyarlidirlar. Dk dozda
virulan M. bovis ile karlilastiklarinda, ciddi ilerle-
yici bir hastalik tablosu olmaktadir. Al calsma-
larinda, yaam slresinin uzamasl ve patolojinin
hafiflemesi ainin etkinligini gosterebilecek tahmi-
ni  parametreler olabilir.  Halbuki fareler
immunitenin temel parametrelerinin gallmasi
icin kusursuz bir modeldirler. Tluberkiloza gadb
olarak direng gOsterirler, granilomattz patoloji
olusturmazlar*

Kobay modeli, cilt testine duyarli olmasiyla
avantajlidir. Tayanlarda ise latent periyot olmak-

sen immunitede, makrofajlar, CD4CDS8', y/6 T
hicreleri, NK hiicreleri rol oynamaktadirsiama
sonrasi olgan sitokin profilinin  saptanmasi
immiinitenin  dgerlendirilmesinde  deerlidir.>*
Th1 alt yolu ve Toll-like reseptor sistemi gibi ¢ok
saylda mekanizma, insanlardaki mekanizmalarla
benzerdir. Ancak okan immunolojik bulgularla
korunma arasinda @oudan ilgki kurmak gugtar.
Cunklu farelerde deneysel maruziyeti izleyerek
olusan imminopatolojik yanitta benzer elementler
olussa da farklsekilde eksprese olurlat>?

Fare modelinde koruyucu olgu gdsterilen
asilar, daha sonra kobaylarda test edilrsanlarda
test 6ncesi son basamak, genellikle insan olmayan
primat modelinin  kullaniimasidif. Hastalgin

sizin, insanlardaki postprimer tiberkiiloza benzerPatogenez, patoloji ve imminolojisinin  insanlar-

kronik formda hastalik olwr. Tawanlar, primat
olmayan turler icinde kaviter lezyonlarin géli
tek tdrddr. Kaviter lezyonlar akgerlerin

dakine benzer olmasi, immunolojik vezer birgok
belirtecin varlgl, cilt testine duyarli olmalari,
simian immunodeficiency virus (SIV) ile

dorsal/kaudal bolgesinde lokalize olur. Bu nedenlekoenfeksiyon ile AIDS'li hastalardakine benzer

tawanlar apikal yerlgmli postprimer tiberkiloz
modeli olarak énerilngierdir. >

Kobay ve tayan modellerinin bu avantajlari-
na r&men, maliyetlerinin fazla olmasi, genellikle
outbred hayvanlarin kullaniimasiyla gemwiaryas-
yonlar gérilmesi, immin yanitin gerlendirilme-
sinde mevcut belirteclerin sinirli olmasi, transigen
ve gen knock-out hayvanlarin eturulmasi icin

modellerin olgturulabilmesi yoniinden avantajli-
dirlar. Insanlarda gorilen hizl ilerleyici enfeksi-
yon, aktif ve kronik enfeksiyon, latent enfeksiyon
gibi farkll formlarda hastalik okturabilirler®
Rhesus maymunlarinda fulminan seyir,
cynomolgus maymunlarinda ise insandaki gyt
tipte tiiberkiiloza benzer kronik bir seyir gozlefir.
Insanlarda denenmesi gii¢ hatta imkansiz olan bir-
¢ok calsma icin uygun tek hayvan modelidir. An-

teknolojinin yetersiz olmasi gibi nedenlerden 6turil cak yiksek maliyet, etik sorunlar, gahalarin

kullanimlari sinirlidir?
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kullanimlari sinirhdif®®2 Temin edilmeleri guctiir

ve heterojen olduklarindan varyasyonlar fazlar.

BCG aisinin etkinlgi konusunda, insanlar
lizerinde olmasa da, go hayvan modeli Uzerinde
yogun sekilde calgilmistir. Yeni ailarin degerlen-
dirilmesi i¢in, BCG aisinin gergekten etkisiz ol-
dugu, gercek ygam kgullarina benzeyen hayvan
modelleri izerinde calilmasi gereklidirki farkli
hayvan modelinde BCGsiinin etkisinin olmadi-
ginin gosterilmesi, yenisdarin gelstirme ve de-
gerlendirme gamasinda dnemli bir basamak glu
turmustur.®

Yeni @l adaylarinin dgerlendiriimesinde,
hayvan modellerinin standardize edilmesi énemli-
dir. Asilama protokoll, @ swu, dozu, uygulama
yolu, ilk ve rapel silama ve arasindaki slresia
lama ile temas arasindaki siire, skagilan mikro-
organizmanin virulansi, temas dozugeldendirme
zamanl, test hayvaninin tirl gibigildken faktor-
ler standardize edilmelidif.>*** Asilanms insan-
larda ya da hayvan modellerindg, an icin ainin
olusturdugu koruyuculuk dizeyini gosterecek ye-
terli ve glvenilir bir immunolojik parametre yok-
tur. Bu nedenle de yeni bigiale kazanilmg diren-
ci gbstermenin tek yolusdanms hayvanlarin ¢ok
disUk dozda bakteri inhalasyonu yolu ile virulan
M. tuberculosis ile kasilastiriimasidir. Dokularda-
ki bakteriyel yuk, akderlerdeki histopatolojik
degisiklikler ve/veya hastagin semptom ve bulgu-
larinin balangici ve ciddiyeti gibi bulgular g6z
oniine alinarak derlendirme yapili?’**

Sonuglar
Tuberkiloz & adaylarina yonelik yayinlanan
bu calsmalar, buzdginin sadece goriinen yizinu
olusturur. Benzegekilde test edilng ancak yayin-
lanmams bircok @i adayi, belki de ylzlercesi,
suyun altinda kalan kisimdadiileride bunlarin
arasindan da Umit vericgiaadaylar cikabilir.

Uygun adjuvanlar ile hayvan modellerinde de-
nenmi asi adaylarinin, insanlarda givenlik ve
etkinlik acisindan, gegicaph ve c¢ift kor caiima-
larla deserlendiriimesi samasina gelinngiir. In-
sanlarda @ adaylarina yonelik klinik calmalar
dikkatlice tasarlanmalidir. Temas dncesilaana
calismalari, ¢cok sayida insanin gataya dahil

Turkiye Klinikleri J Microbiol-Infec 2004, 3
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edilmesi ve en az 10 yil gibi uzun sireligdden-
dirmeyi gerektirmesi nedeniyle dezavantajlidir.
Ancak en blyuk hedef populasyon, enfekte olma-
yan bireylerdir.  Yiksek risk  gruplarinin
postenfeksiydz slanmasi ise, az sayida insanin
dahil edilmesi ve 3 yil gibi kisa bir sirede somucl
nabilmesi yoniinden avantajlidir.

TlUberklloza kan as1 calsmalarindaki son du-
rum, eski bir s6zi gustinr “Batin yollar RO-
MA'ya cikar’. Gunumiizde yeni birsa gelistiril-
mesi i¢in uzun sire geregtiydninde bir gilim
varsa da, bu siirenin daha kisa olmasi da mimkun-
dar.
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