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TlberkUloz basili (M. tuberculosis), 1882 yilinda Robert Koch tarafindan
tanimlanmistir. Akciger TB'lu, hastalarin 6kstrgu ile havaya atilir. Solunum yolu
ile akcigerlere ulasan canli basiller, duyarl kisilerde infeksiyona neden olur.
infeksiyon basladiktan sonra, hiicre icinde ¢ogalan basiller, lenfatik ve hematojen
yollarla vicuda yayilir. Basili soluyan kisilerin ktctk bir kisminda, aktif klinik
hastalik (primer TB) ortaya cikarken, buytk kisminda klinik hastalik gelismeden,
M. tuberculosis yillarca latent kalabilir. Latent olarak infekte kisilerin yaklasik
%10'unda, ilk bulastan yillarca sonra infeksiyon aktiflesebilir (reaktivasyon).
Reaktivasyon TB'u icin risk faktorleri olarak; ileri yas, ilagc bagimlihg,
immunsutpresyon (HIV) ve malnutrisyon dnde gelen nedenlerdir. Risk faktértine
sahip kisilerde, akciger TB'u disinda; lenf bezi, bébrek, kemik, eklem, meninks
veya yaygin (miliyer) TB formlarina da daha sik rastlanmaktadir.

Tiiberkiilozun global etkileri

TB, etkeni 123 yil dnce tanimlanmasina ragmen, giniimuizde de eski dnemini
korumaktadir. Dlinyada, her yil 8 milyon yeni TB olgusu (insidens 100.000'de
140) ve 2 milyon TB'a bagh 61tim (28/100.000) tespit edilmektedir. Diinya nifusunun
Ugte biri (~ 2 milyar kisi) TB'la infektedir. Eriskin 6limlerinin %20’sinin nedenidir.
Olgularinin cogu gelismekte olan tlkelerde goérulur ve dnemli ekonomik kayiplara
neden olur. TB'lu bir hastanin tedavisi, 2005 yilinda 150-300 dolara mal
olmaktadir(1).

TB kemoterapisinin gelistirildigi 1950 yilindan sonra, BCG (Bacille Calmette
Guérin) asisi ve anti-TB ilaglarin kullanilmasi ile TB'in eradike edilebilecegi
distintlmUs ancak hastaligin birkac yil kontrol altina alinmasindan sonra, 6zellikle
son 20 yilda bircok Ulkede cogul ilaglara direncli (MDR, en az isoniazid ve rifampine
karsi olusan direnc) TB'da artma olmustur. Dinya Saghk Orgutd (DSO), 2000
yihinda bakteriyolojik olarak dogrulanmis TB olgularinin %10'unun MDR-TB
suslari ile infekte oldugunu ve bu olgularin tedavi masrafinin, 2004 ve 2005

yillinda hasta basina 3500 dolara ve toplamda 400 milyon dolara ulastigini tahmin

[
L104J




etmektedir. Gelecek 10 yilda 20 milyon kisinin TB'dan dolayr dImesi
beklenmektedir(1).

TB'un dlinyada artmasinin 6nemli bir nedeni HIV epidemisidir. HIV ile iliskili
TB olgulari, 1980°'lerden sonra basta Afrika olmak Gzere bircok Ulkede artmistir.
HIV infeksiyonundan dolayl immun sistemi baskilanmis kisilerde 6énceki TB
infeksiyonu kolayca reaktive olmaktadir. M. tuberculosis ile infekte, immun
kompetan bireylerde, hayatin herhangi bir déneminde TB'un gelisme riski %10
iken HIV infeksiyonlularda hayattaki her yil icin %10'a yikselmektedir. DSO'ne
gore, 2003 yilinda HIV ile infekte hastalarda 674.000 (11/100.000) yeni TB olgusu
saptanmistir (1). HIV pozitif kisilerin sayisinin artmasiyla, MDR M. tuberculosis
suslarinin ve akciger TB'u insidensinin artmasi birlikte gitmektedir. TB basilinin
kesfedilmesinden bu yana TB’un tanisi, ilaca direngli M. tuberculosis suglarinin
tespiti ve daha etkin yeni TB asilarinin gelistirilmesi konusunda ¢ok énemli

ilerlemeler olmasina ragmen TB kontrol altina alinamamaktadir.

Mikobakterilerin 6nemli 6zellikleri

insanlik tarihi boyunca taninan en énemli mikobakteri hastaliklari, TB ve
lepradir. M. tuberculosis kompleksi, TB'a ve M. leprae ise lepraya neden olmaktadir.
M. tuberculosis kompleksinde: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis
BCG ve M. microti bulunur. Bu kompleksteki ilk Gi¢ patojen insan TB'una neden
olur. M. leprae ile birlikte, insandan insana bulasabilen mikobakterileri olustururlar.
Son yillarda, non-TB mikobakteri (NTM) suslarindan, M. avium kompleksi ve
cevrede (toprak ve su) bulunan diger mikobakterilerin klinik &nemi artmistir. Bu
mikobakteriler AIDS'li hastalarda dissemine infeksiyonlara yol acarlar. Ayrica,
NTM suslari BCG asisi ile etkilesime girebilir ve asilanacak kisiler NTM suslari ile

6nceden duyarlilasmis ise immun yanitlari maskeleyebilirler.

M. tuberculosis’in hiicre duvari bilesenleri ve fonksiyonlari

Cok sayida calismalarda, farkli mikobakterilerin kompleks hticre duvari yapisi
incelenmis, hiicre duvari kisimlari tanimlanmis, 6zellikleri belirlenmis ve saf halde
elde edilmistir (2,3). TB basilinin dis hticre duvari; uzun zincirli yag asitleri,
glikolipitler, polisakkaritler, proteinler, balmumu (wax) ve lipitten zengin kisimlar

icerir (Sekil 1). Hicre membraninin Ustinde bulunan peptidoglikan, kovalan
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baglarla arabinogalaktan (AG)’'a ve AG araciligiyla mikolik asitlere baglanir.
Hicre duvarinda en bol bulunan mikolik asitler, uzun meromikolat ve kisa ¢'5f-
zincirlerinden olusur. Hucre duvarinin bu c¢ekirdek yapisina, mikolil-
arabinogalaktan-peptidoglikan (mAGP) kompleksi denir. Hiicre duvarinin en (st
kisminda, serbest lipitler ve uzun veya kisa zincirli yag asitleri bulunurken i¢
kisimlarda, gelisigtizel serpilmis halde hticre duvari proteinleri, fosfatidil inozitol
mannozid (PIM), fitioserol dimikoserat (PDIM), lipomannan (LM) ve
lipoarabinomannan (LAM) bulunur. Hiicre duvari gesitli ¢dzUcUlerle parcalanirsa;
serbest lipitler, proteinler, LAM ve PIM’ler ¢6zinirken mAGP kompleksi
¢6ztnmeden kalir. Lipit, protein, kord faktoru (dimikoliltrehaloz), stlfolipit (SL)
ve lipoglikanlarin sinyal fonksiyonlari vardir. Hastalik strecinde effektor
molekdallerdir. M. tuberculosis LAM’l, makrofaj ve TLR (Tool-like receptor)’lere
baglanarak hiicre membranina entegre olur ve sinyal olaylarini baslatir. Kord
faktora, konak NADaz'ini aktive eder ve NAD'a bagimli mikrozomal enzimlerin
aktivitesini bozarak toksisiteye (kord faktori intoksikasyonu) neden olur. PDIM
virGlansta rol alir. PIM transportu (mmL7) ve sentezini (msl7, pks10, pks7) saglayan
genlerde mutasyon olan basiller, farelerde yeterince cogalamamaktadir.
Coziinmeyen cekirdek kisim ise hicrenin batanltiginin korunmasini saglar ve
virtilans/patojenitede rol alir. Yeni ila¢ gelistirme deneylerinde kullanihr.
Peptidoglikan, mikolik asit ve mikolik asit tarevlerinden biri olan trehaloz
dimikolat (TDM)'in, hem dogal hem de kazanilmis bagisiklikta ¢esitli immun
modulator etkileri vardir (3). Mikolik asit, mikobakterilerden baska, Nocardia,
Corynebacterium ve Rhodococcus tirlerinde de bulunur. Bakteriye hidrofob
ozellik kazandirir. Kuvvetli adjuvandir. infeksiyonlara non spesifik direnc saglar.
Anti timor ve proanjiojenik aktiviteleri vardir ve bazi ilaglara direncten sorumludur.
Mikobakterilerin hiicre duvari komponentlerinden elde edilen farkl antijenler,

subinit asi adaylarinda kullanilir (4).
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Sekil 1. M. tuberculosis hicre duvarinin sematik gosterimi (3).

LAM"in kimyasal yapisi ve biyolojik fonksiyonlar

LAM, tim mikobakterilerin dis hicre duvarinda bulunan glikolipit
komponentinin yapi olarak biytk kismini olusturur (Sekil 2). Onemli bir karbohidrat
antijendir. Dallanmalar yapan oligoarabinozil yan zincirler eklenmis bir mannan
polisakkarit (LM) omurgasindan olusur. Bu olusum, fosfatidil inozitol (PI)
lipitkalintilarina kovalan olarak baglanir (3) . Mikobakteri LAM’lari, arabinozil
yan zincirleri motifine gore, Ug sinifa ayrilir. Patojen M. tuberculosis, M. leprae,
M. avium, M. kansasii ve BCG suslarinin arabinan ucunda bir mannoz bulunur
(ManLAM). Hizli Greyen non patojen M. smegmatis, M. fortuitum suslarinda ise
inozitol fosfat kepi bulunur (PILAM). Uctinci LAM ailesinin arabinan ucu kepsizdir
(AraLAM) ve M. chelonae’de bulunur. ManLAM; fagozom olgunlasmasi, apoptoz,
makrofajlarda IFN-¢'5f sinyali ve dendritik hiicre (DC)’lerde IL-12 sekresyonuna
neden olur. PILAM, non patojen mikobakterilerde bulunur. ManLAM'in aksine,
makrofajlarda proinflamatuvar yanitlari artirir. LM de, PILAM gibi proinflamatuvar
etki gosterir. ikisi de TLR-2 Gzerinden etkili olmaktadir. Ateniie M. tuberculosis
suslarindan LAM biyosentezine katilan genler uzaklastirilarak yeni asilarin

gelistirilmesine ¢alisiimaktadir (3,5).
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Sekil 2. Mikobakteri lipoarabinomannanlari (5,6).

LAM, mikobakteri infeksiyonlarinin patogenezinde énemli bir immuan
modulatér bilesiktir. infekte kisilerde immin sistem Gzerinde cesitli etkileri
saptanmistir; TB ve leprali hastalarda T hiicre proliferasyonunu baskilar (5,7).
Gama interferon araciligiyla olan makrofaj aktivasyonu ile etkilesir. Serbest toksik
oksijen radikallerinin siparalmesine katilir, protein kinaz aktivitesini inhibe eder.
insan T lenfositlerinde interldkin-2 (IL-2), IL-5 ve granlosit-makrofaj koloni
stimUlan faktér (GM-CSF)'Gn0 kodlayan mRNA sentezini inhibe eder. Makrofajlarda,
erken genlerin ekspresyonunu indtkler. Mononukleer hiicreler tarafindan timoér
nekroz faktérinin (TNF-0) Gretimini artirir ve kompleman aktivasyonunu saglar
(5). Bu tur cesitli biyolojik etkilerinden dolayi, LAM’In mikobakterilerin hticre
icinde yasamasini artirici ve TB'da gozlenen patolojilerden cogunun indikleyicisi

oldugu dusantlmektedir (2).

TB’da hiicresel immiinitenin rolii
Mikobakteri infeksiyonlarina direngte hicresel bagisikhigin (CMI) hayati bir rol
oynadigi; 6zellikle HIV pozitif bireylerde olmak Gzere, mikobakteri infeksiyonlarina
duyarli immin yetmezlikli hastalarda yapilan klinik calismalarda ve ¢ok sayida
hayvan calismasinda gosterilmistir. HIV pozitif hastalarda, latent TB infeksiyonunun

reaktivasyonu 50 kat daha fazladir.

Mikobakterilere karsi olusan immun yanitlara katilan mekanizmalarin
anlasilmasinda, son yillarda 6zellikle farkli “knock out” fare turlerinin
kullanilmasiyla dnemli veriler elde edilmistir. Deneysel verilere gore, infeksiyonun
kontroltiine, hem CD4+ hem de CD8+ T lenfositleri katilir. CD8+ T lenfositleri akut
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TB'a aktif olarak katilmazken, latent TB'un reaktivasyonunda 6énemli rol oynarlar.
Her bir T lenfosit klonunun roli ve katildigi mekanizmalarin detaylari halen
arastiriimaktadir. Genel olarak, M. tuberculosis infeksiyonunun kontroltinde esas
rolli, T lenfositleri tarafindan uretilen sitokinler oynamaktadir. infeksiyonun
erken dénemlerinde, 6zellikle IL-12 ve IL-18 ile etkisi sinerjik olarak artan, IL-27
aracihgiyla naif (duyarlilasmamis) T lenfositleri prolifere edilir ve IFN-0 Gretimi
induklenir. IFN-0 ve TNF-9 gibi sitokinler, hlicre i¢ci mikobakterilerin 6ldtrtlmesi
icin makrofajlari aktive ederler. Th1/NK hcrelerinde IFN-0 Gretiminini, IL-12 ve
IL-23 indukler. IFN-0, mononukleer fagositlerin ytzeyindeki IFN-0 R1/R2
reseptorlerine (T lenfositleri ve fagositlerden salinan TNF-0'nin yardimiyla) baglanir.
Hucre icine, Janus kinaz (jak 1 ve jak 2) ve stat (stat-1) araciligiyla gonderilen
sinyaller fagositlerde antimikrobiyal mekanizmalari aktive eder. insanlarda ve
Farelerde, IFN-0'nin aracilik ettigi yollarda etkili olan genlerin mutasyonundan
sonra, TB'a duyarl fenotipler ortaya ¢ikar. IFN-d sinyali olusmayan “knock out”
fareler, mikobakteri infeksiyonlarina erken olarak yakalanirlar. Ayni sekilde,
insan ¢alismalarinda da IFN-0, IL-12 ve IL-23 reseptor defekti olan kisilerde
mikobakteri infeksiyonlarinin agirlasmaya meyilli oldugu gosterilmistir. Buna
gore, IFN-0 araciligiyla makrofajlarin aktivasyonu mikobakteri tremesini kontrolde

6nemli rol oynamaktadir (8,9).

TB'da immunite Ug basamaklidir. Akcigerlerde infeksiyonun yerlesmesiyle
baslar, CMI'in kazanilmasiyla devam eder ve daha sonra yillarca devam eden
kronik latent faz bagslar. Son olarak, reaktivasyon fazi meydana gelir ve TB basilinin
¢ogalmasi kontrol disina cikar, TB'un klinik belirtilerine neden olur.
TB’da immun yanitlar Sekil 3'te gortlmektedir. Bakteriler, infeksiyonun erken
doénemlerinde, dendritik (DC) ve alveoler makrofajlar tipinde 6zellesmis fagositik
htcrelerin tGzerindeki TLR (Toll-like reseptérler), DC-SIGN (DC-Specific Intracellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) ve mannoz reseptorleri ile etkileserek
immuUn yanitlari tetiklerler. M. tuberculosis’in, TLR2 veya TLR4 reseptérlerine
baglanarak hiicreye girmesinden sonra, IL-12 ve TNF-0 Gretimi indUklenir. IL-12,
daha sonra NK huicrelerinden IFN-0 Uretimini baslatir ve antijene 6zgul T helper
1 (Th1) hicrelerinin aktivasyon ve diferansiyasyonunda anahtar rol oynar. IFN-
d Uretiminine katilan diger sitokinler; IL-27, IL-15 ve IL-18"dir. Dendritik hlcreler

ve alveoler makrofajlardan salgilanan TNF-d ve kemokinler,
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infeksiyonun erken dénemlerinde bakterisit 6zellik gésteren grantlom olusumuna
neden olur (8,10).
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Sekil 3. TuberkUlozda hiicresel immUn yanitlar (9,11).

infeksiyondan 2-3 hafta sonra, IFN-9 Ureten CD4+ fenotipinde mikobakterilere
0zgul T helper hiicrelerinin ¢cogalmasiyla adaptif immun yanit gelisir. Bu T hiicreleri
aracihgiyla, IFN-0 makrofajlarda anti-bakteriyel savunma mekanizmalarini aktive
ederek basillerin hicre icinde 6ldurtimesine veya en azindan baskilanmasina ve
mikobakteri cogalmasinin durmasina neden olur. Daha sonraki dénemde, CD8+
fenotipindeki sitotoksik T htcreleri olaya katilir. Mikobakterilerin lipit antijenleri,
CD1 aracih@iyla CD8 T lenfositlerine sunulur. CD8 T lenfositlerinde Uretilen
granulizin, perforinin makrofajlarda actigi kanallardan iceri girer ve mikobakteriler
Uzerinde direkt toksik etki yapar. CD8 T hucreleri, kapasitesinden fazla basille
dolu makrofajlarin parcalanmasi, enzimler araciligiyla 6ldurulen basillerin ve
sitoplazma granullerinden bakterisit bilesiklerin salinmasi ile anti-TB yanitlarin

artmasini saglar (4,10).

TB'da, hucresel yanitlarla es zamanli olarak, ge¢ tip immun yanitlar (DTH) da
tetiklenir. DTH, monosit ve lenfositlerin infekte dokuya gecmesine ve aktive
lenfosit mantosu ile ¢evrili infekte makrofajlardan olusan granilom olusumuna
neden olur. GrantUlomlar, akcigerde bulunan mikroorganizmalari ¢evreleyerek

infeksiyonun yayilmasini engeller.
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IFN-0 ve TNF-9, birlikte mikobakterilere karsi sinerjik etkilidir. Tek basina, IFN-0
etkisiz iken TNF-9'nin etkili oldugu goézlenmistir. IFN-9, fagolizozom
flzyonunu da artirir. Farelerde TB'un kontrollinde, majér effektér mekanizma
olan IFN-0 ve TNF-9'nin antimikobakteriyel aktivitesi icin; olaya, induklenebilen
nitrik oksit sentaz (NOS2) etkisiyle makrofajlar tarafindan uretilen nitrik oksit
(NO) ve diger reaktif nitrojen truanleri (RNI)'nin de katilmasi gerekir. NOS2
aktivitesi eksik olan fareler, normal farelere gére akut ve kronik M. tuberculosis
infeksiyonlarina daha duyarlidir. NO'in insan TB’unda da koruyucu etkisi vardir
(8,10).

Tuberkiilozda antikorlarin rolii

TB gelismesine karsi korunmada, hlcresel bagisiklik daha énemli olmasina
ragmen M. tuberculosis ile infekte konakta himoral immun yanitlar da gelisir.
B lenfositleri; antikor yanitlari, kemokin ve adezyon molekdllerinin ekspresyonunu
dizenler. Bu molekdillerin ekspresyonu; erken M. tuberculosis infeksiyonu sirasinda
noétrofil, makrofaj ve CD8+ T lenfositlerinin olaya katilmasina neden olur. Bu
yanitlarin uyarilmasi, yeni TB asilarinin dizayninda énemli amacglardan biridir.
Deneysel M. tuberculosis infeksiyonlari, monoklonal antikor (moAb)’larin pasif
nakli ile dnlenebilmektedir. intratekal yoldan M. tuberculosis’le infekte edilen
hayvanlara, LAM'a 6zglil moAb verilerek, bakteri sayisinda azalma olmasa da
yasama stresinde uzama elde edilmis ve antikorlarin koruyucu rol oynadiklarini
bildirilmistir. M. bovis’in MPB83 ylzey antijenine karsi hazirlanan moAb’lar,
farelerde yasam suresini artirmistir. IgA eksik fare (IgA-/-)'lerde, BCG infeksiyonuna
duyarhlik artmasina paralel olarak akcigerlerde IFN-d ve TNF-d Uretiminin azaldig:
gosterilmis ve IgA antikorlarinin hicresel immin yanitlarda da regtlatér rol
oynayabileceg@i bildirilmistir. M. tuberculosis’in d-kristalin antijenine karsi
olusturulan IgA tipi moAb'lar verilerek deney hayvanlarinin akcigerlerinde olusan
bakteri koloni sayisi (CFU) anlamli oranda azaltilmistir. M. bovis'in ylzeyine
baglanan IgG2b izotipi moAb’lar, infekte farelerde grantlomlarin morfolojisini
degistirir ve yasam suresini uzatir. IFN-0 ve MHC klas Il eksik farelere, LAM’'a
6zgul moAb’larla kaplanan basiller verilince kontrollere gére yasam stresi
uzamaktadir. Pasif korunma deneylerinde, iv yoldan M. tuberculosis Harlingen
susu ile infekte edilen farelere, bakteri ile birlikte veya yalniz basina iv olarak

SMITB14 moAb’unun verilerek, hayvanlarin akciger ve dalaklarinda bakteri
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yakanan azaldigi, kilo kaybinin durdugu ve en é6nemlisi yasam siresinin uzadigi
gosterilmis ve bu antikorlarin M. tuberculosis infeksiyonuna karsi, doza bagimli
olarak koruma sagladigi gosterilmistir. Son olarak, M. tuberculosis’'in anti-HBHA
moAb ile kaplandiktan sonra intranazal infeksiyon olusturulan deney hayvanlarinin
dalaginda CFU sayisinin azalmasi, bu antikorlarin M. tuberculosis’in yayilmasini

onledigini gostermektedir (11,12).

Farkh bakteri karbohidratlarina karsi olusan antikor yanitlarinin, bir¢cok bakteri
infeksiyonlarinda énemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Aktif TB'da, mikobakteri
LAM’larina karsi yuksek titrede antikorlar olusmasina ragmen bu antikorlarin
koruyucu roli bilinmemektedir. Anti-LAM monoklonal antikorlar ve bu antikorlarin
F(ab") kisimlari verilerek M. tuberculosis infeksiyonuna karsi koruyucu etkileri
arastinlmistir. immuan fliioresan calismalarda, SMITB 14 monoklonal antikorunun,
M. tuberculosis H37Rv ve M. tuberculosis Harlingen suslarinin hicrelerine
baglanabildigi gosterilmistir. Arabinomannan (AM) ve AM’dan derive edilen
oligosakkaritlerin (5.2 kDa), SMITB14 moAb’unun LAM’a baglanmasini inhibe
etmesi, bu moAb’un 6zgul olarak LAM'in AM karbohidrat kismina baglandigini
gostermektedir. Antikorlarin infeksiyonu iyilestirici etkilerini aciklayan olasi bir
mekanizma olarak, basilin reseptdr araciligiyla fagositozunu ve béylece makrofaj
hucresi icine ulasma yolunu degistirerek etkili olduklari séylenmektedir. M.
tuberculosis’in hticreye giris yollarindaki farkliliklar, hastaligin seyrinde énemli
rol oynar. AM/LAM’a 6zgul antikorlarin ¢6ziinen veya salinan LAM'in sGpUrdcaleri
oldugu ve bu nedenle gucli immUn regulator aktivitelere (sitokin diizeyini ve
regulasyonunu etkileyebilir, T hiicresi ve makrofajlar tGzerine etki ederler) sahip
olduklari ve ayrica TB basilinin, dendritik veya monosit-makrofaj htcreleri ile

etkilesmesine ve farkl dokulara yerlesmesine sebep olabilecekleri bildirilmistir.

M. tuberculosis, cok farkl 6zgullik ve izotipte antikorlar Gretebilmektedir.
Bu antikorlarin bir kisminin, koruyucu roli olabilir. Bu nedenle, TB'da koruyucu
antikorlarin oldugunu séyleyen veya olmadigini bildiren farkli calisma sonuglar
bulunmaktadir. Pasif olarak transfer edilen 6zgul antikorlar, koruyucu etki
gosterdiklerine gore, yeni TB asi adaylarinda gézlenen ve korunmaya katkida
bulunan olasi mekanizmalardan en az birisinin antikor araciligiyla gelisen korunma

oldugu soylenebilir (13,14)
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M. tuberculosis infeksiyonlarinda immiin patoloji ve latentlesme

insanlarda M. tuberculosis infeksiyonuna karsi olusan immin yanitlar, ya
korunmaya yol acan yararli ya da immun patolojik olaylara yol acan zararl tipte
olabilir. Patojenin yok edilmesine katilan koruyucu ve hastalikla ilgili immun
patolojiye yol acan mekanizmalarin ikisi de tam anlamiyla anlasilamamistir. Diger
mikroorganizmalarla karsilastirilinca, konak immun sistemi icin M. tuberculosis
¢ok degisken bir patojendir. M. tuberculosis’in, konagin immin savunmasindan
basariyla kagmasinin temel nedeni, hiicre i¢i cevre ve ¢cogalma odagi olarak
monosit/makrofaj hatti hiicreleri se¢mesidir. Bakterinin, makrofajlar tarafindan
oldurdlmekten nasil kactigr hakkindaki bilgiler azdir. Mikobakteri LAM’lari,
fagozomun olgunlasmasini durdurur, M. tuberculosis’in; infekte makrofajlarda,
bakterisit ve antijen isleme organellerinden kagmasini ve vakuollerde uzun sire
kalmasini saglar. Mikobakteri lizatlarindan elde edilen iki lipoproteinin, insan
makrofajlarinda majér doku uygunluk sinif Il (MHC-II) antijen islemesini inhibe
ettigi de gosterilmistir. Bu olay, CD4+ T hucreleri tarafindan infekte makrofajlarin
taninmasini azaltan ve M. tuberculosis persistansina neden olan énemli bir
mekanizmadir. Bu tir mekanizmalar TB basilinin, sessiz formda grantlom icinde

sarili olarak hapsedilmesine ve konakta latent kalmasina izin verir (13).

TB'un bircok klinik semptomu, TB basili ile infeksiyon boyunca tetiklenen geg
tipte asiri duyarhilik (DTH) gibi immUn-patolojik olaylarla iliskilidir. TB basilinin
saf kaltarantn ekstraktini ilk kez tanimlayan, Koch buna "ttberkalin® adini
vermis ve daha sonra kobayin deri altina enjekte edince, infekte hayvanda 6nemli
immun-patolojik yanitlari indtkledigini gostermistir. Enjeksiyondan 24-48 saat
sonra, konakta ya lokal ve/veya agir sistemik yanitlar olusmustur. Reaksiyonun
siddetini, enjekte edilen materyalin miktari ve konagin immun yaniti belirler. Bu
reaksiyon, TB tedavisi alan hastalarin kliniginin kéttlesmesi ile iliskilidir (Koch
fenomeni). Konak TB basili ile hi¢ karsilasmamis ise tiberkulin’e yanit olusmaz

veya cok hafiftir.

Tiiberkiilozun hayvan modelleri
Yeni TB asilarinin denendigi M. tuberculosis infeksiyonu hayvan modellerinde,
en sik; fareler, kobaylar, insan disi primatlar, tavsanlar ve sigirlar kullanilir. TB

basili ile infeksiyondan sonra farelerde gelisen patolojiler, insanlardakinden farkh
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olmasina ragmen yakin akraba (inbred) ve "knock out" turlerinin bulunmasi ve
distk maliyetinden dolayi, ilk donem asi taramalarinda siklikla fareler
kullanilmaktadir. Fareler ucuz olmasi yaninda, etkili olarak BCG ile asilanabilirler,
anti TB ilaglarla tedavi edilebilirler ve ayrica fare ¢alismalarinda kullaniimak Gzere
¢ok fazla immun reaktifler hazirlanmigtir. C57BL/6, BALB/C ve B6D2/F1 inbred
fareler, M. tuberculosis infeksiyonuna nispeten direnclidirler. Aerosol ve intranazal
yoldan dustk dozda virtlan M. tuberculosis verilmesinden sonra, bir yildan daha
uzun sure yasayabilirler. Kronik hastaliklari, akcigerlerde genis granilom olusumu
takip eder. Hastaligin seyri sirasinda, farelerde giiclt Th1 yaniti yaninda nispeten
glcli DTH yaniti olusur. infekte hayvanlarda bakteri yiik(, akcigerlerde ve dalakta
yaklasik 200 gin sabit kalir. Fareler yaslaninca, hastaligin siddeti artar, bakteri
yukundeki artis infekte dokularin progresif dejenerasyonuna paralellik gosterir
ve infeksiyondan 300-350 gln sonra farelerin 6lmesine neden olur. Fare
deneylerinde, genellikle, bir ay araliklarla, tek veya birden fazla sayida, aerosol
halinde, virtlan M. tuberculosis H37Rv veya Erdman susu kullanilir. Sonuclar
bakteriyolojik ve immunolojik olarak degerlendirilir. Anahtar test bakteri yaktdur,
akcigerdeki bakteri sayisinin 0.7 log veya daha fazla azalmasi istatistiksel olarak
anlamli kabul edilir (power 0.8, p<0.05, n =5 fare). Akcigerlerde aktif effektor
(CD44hiCD62LIoCD69+) T lenfositlerinin artmasi ve daha fazla IFN-9 Uretilmesi
beklenir. Histolojik olarak, lezyonlar daha kugcuk olabilir, fakat grantilom dokusu
daha uzun surede gelistigi icin kisa stireli degerlendirme sonuclari gtvenilir
degildir (15-17).

Diger hayvan modeli kobaydir. Bu hayvanlar daha pahali olmasina ragmen
farelere goére bazi avantajlari vardir. Birinci avantaji, kobaylarda kuvvetli deri
testi (DTH) sonucu olusur. ikinci avantaji, infekte kobaylarda progresif akciger
patolojilerinin gelismesi ve solunum sikintisinin insan TB'unda goérilene
benzemesidir. infeksiyondan 10-15 hafta sonra kobaylarin akcigerlerinde graniilom
gelisir, nekrotik hale geger ve sonucta akciger dokusunda yogun hasar meydana
gelir 15,16.

Cesitli calismalarda, insan disi primatlarin M. tuberculosis ile infekte edilince
insan TB‘una benzer klinik semptomlar gelistigi bildirilmistir. Trakea icine verilen

virGlan M. tuberculosis susu; ylksek dozda insandakine benzer patolojik bulgularla
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akut ve hizli gelisen hastaliga yol acarken disik dozlari kronik ve yavas ilerleyen
TB formuna neden olmaktadir. Ozellikle, rhesus (Macaca mulatta) ve cynomolgus
(Macaca fasicularis) turleri gibi insan disindaki primatlar, TB’a oldukca duyarldir.
Bu iki tirde BCG asisinin etkinligi incelenince, sadece Macaca fasicularis
primatlarinda koruyucudur. Macaca mulatta BCG asisina disuk yanit verir. Ancak,
ginUmuzde biylk sayida insan topluluklarinin BCG ile korunamadigini aciklama

yonunden halen degerli hayvan modelleridir.

Tiiberkiiloz asilar

infeksiyon hastaliklarindan korunmada en ekonomik yol, koruyucu asilamadir.
En 6limcul hastaliklardan biri olan cicek, etkin asilanma ile yerytziinden eradike
edilmis, polio eradikasyonu ise giindemdedir. TB’un da 2050 yilinda eradike
edilmesi planlanmaktadir. TB’dan korunmak amaciyla BCG asisinin kullanilmasina,
yaklasik seksen yil 6nce (1921'den sonra) baslanmistir. BCG asisi, cocuklarda TB'u
onlerken bagisiklik yasla birlikte azalir ve eriskinlerde akciger TB'una karsi
korunmada yetersiz kalir. TB, ginimuzde, major ve artan bir global problem
olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, TB arastirmalarinda 6ncelikli olan
¢ahsmalardan biri, mevcut BCG asisindan daha etkili TB asilarinin gelistirilmesidir.
BCG asisinin halen yaygin olarak kullaniimasinin en 6nemli nedenlerinden biri,
¢ocukluk caginda dissemine TB’a karsi koruyucu etkisinin iyi olmasi ve lepraya
karsi capraz koruyuculugunun bulundugunun bildiriimesidir. Bu sebeple, DSO’niin
genisletilmis asilama programi (EPI)'nin bir parcasi olarak her yil yaklasik 100

milyon yenidogan ¢ocuk BCG ile asilanmaktadir.

Son 5 yilda, M. tuberculosis’in tam genomu ve insan genom projesinin bir
kismi tamamlanmistir. 2000 yilinda, mikobakterilerde genetik manipulasyonu
gerceklestiren tekniklerin bulunmasi ve M. tuberculosis'in genom baz dizilerinin
tamamlanmasindan sonra yeni TB asilarinin gelistirilmesi icin tarihi bir firsat
yakalanmistir. Yeni analitik tekniklerle, farkl kosullarda ¢ogalan basillerin tam
genomu, transkriptomlari ve proteomlarinin karsilastiriimasi yapilmistir. Model
sistemlerde; rekombinant suslar, mikrobiyolojik 6zellikleri ve asi olarak
kullanilabilme o6zellikleri belirlenmistir. Bu gelismeler, canli rekombinant
mikobakteri iceren veya cesitli immunojen formunda mikobakteri genlerini

eksprese eden yeni asi adaylarinin tretimini hizlandirmistir. Buna paralel olarak,
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deney hayvanlari ve insanlarda koruyucu bagisikhigin altinda yatan hicresel ve
molekiler mekanizmalarin detaylari arastirilmistir. TB asisinin gelistirilmesinde
onemli bir olay, tmit veren asi adaylarinin ilk kez insanlarda yapilan klinik
calismalarda kullaniimasidir. Yeni bir asi gelistirmek amaciyla hedef ve planlar

(Tablo 1, Sekil 4) belirlenmis ve 2005 yilinda biri adenovirus vektér, 2 rekombinant

BCG ve 2 adjuvanl fuzyon proteini asisindan olusan 5 asi adayinin faz | calismalari
baslatilmistir (18).

DNA asilari ile koruyucu bagisiklik gelistigi gosterilen ilk hastaliklardan biri,
TB'dur. Yeni tanimlanan, mikobakteri infeksiyonlarina immun yetmezlik igin
predispozisyon olusturan ve oldukca nadir rastlanan bazi insan hastaliklarinin
analizinde, M. tuberculosis’e karsi insanlarda olusan immun yanitlar, blytk
oranda acikliga kavusturulmustur. Son olarak, HIV infeksiyonunu tedavi etmek
icin dizenlenen yuksek derecede aktif multidrog rejimlerinin evrimine katki
yapabilecek yeni terapotik TB asilari gelistirilebilirse, HIV virst ile %8 oraninda
infekte olan TB hastalarinin ve sayisi milyonlara ulasan HIV ile infekte latent

TB'lu hastalarin tedavisinde, buytuk bir adim atilmis olacaktir.

Tablo 1. 2006 — 2015 yillarinda, TB’a karsi yeni asilarin gelistiriimesinde hedef ve

planlar(18).

Hedef | Amaglar

1 o006-2015 yilal ign hedeller ve zaman gizelgesi (Sekil 4) hazinanaca ve 2015
ylina kadar 20 a5 adayinin faz | kiink deneyerine girmes sajlanacakir. Kiinik
deneyler, birden fada agiile devam edecek, basaili sonug dinamayaniain yerine
yenileri eklenerek gaigmaaa devan edilecektr. ik a1 adaylaindan, faz I
deneyerine gegenler 2006 yilinda belli olacaktr. ilk faz Il deneyeri, 3 yi
sireceklr. Uygun deney prolokolleri ve imminelojik testier geligtriirse bu sire 2
yia gekilebilecekir

2 Faz Il deneyerinde, 9 aday asi degeriendirilecek ve 2008 yiina kada 2 aday asi

faz llb veya PoC (Proof of Concept) deneylerine gegeceklir. Bu deneyer, asnin
elkinligine dar erken higiler verir ve faz Il asamasinda, aginin yetersizlik riskini
azdlr. ilk faz |l deneyi; 2010 yiinda baslayacak, bu fazda aday asian basille
kaslasmadan cnce (pre-exposure) kullanimas hadinde etkinligi test edilecek ve
yaklask 4 yida tanamlianacaklr. infeksiyondan sorra kullanilacsk asilain deney
profokolleri 2011 yilinda hazirnanaca ve tamanlanmas! 3 yi surecekir

3 Gobd plan, toplam 4 faz IIl elkinlik deneyi igerecektr. Lisans ama iglemi, yaklasik
4 yidatananianacak ve basaill bulunan asinin dagitimina baglanaceiir.

4 2015 yilinakada, guvenli, etkin, lisansli ve makul fiyath bir ag1 haziranacaktr
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Sekil 4. 2006-2015 TB asisi hedefleri ve zaman cizelgesi (18).

Yeni TB asilari icin hedef topluluklar ve asilama stratejileri

TB insidensinin yiksek oldugu endemik Glkelerde, halk arasinda TB durumunda
blyUk varyasyon vardir. Bir kisim insan naif ve infekte degilken bazilari ya aktif
TB’lu, ya M. tuberculosis ile latent olarak infekte, ya TB gecirmis ve iyilesmis ya
da M. tuberculosis ve HIV ile ko-infekte veya HIV tasiyicisidir. TB ile ilgili 6zellikler
g6z 6nunde tutularak, epidemiyolojik ve halk sagligi acisindan TB'un
siniflandiriimasinda, TB tani evreleme sistemi kullanilir (Tablo 2). HIV infeksiyonu,
latent TB'un reaktivasyonu veya yeni infeksiyonlarin olusmasini kolaylastirir.
Populasyondaki bireylerin cogu BCG ile asilanmistir ve ne yazik ki bir tek asi ile
bu gruplarin hepsi etkili olarak korunamamaktadir. Bu nedenle, yeni TB asilari
ile yapilan klinik calismalar; degisen immun durumu, latent infeksiyonu ve hastalik
halini de g6z 6nltnde bulundurarak farkli gruplarin bir veya birden fazlasini
korumak amaciyla profilaktik, booster veya terapotik asilama seklinde
dizenlenmelidir (Sekil 5).

TB asilari icin genel olarak iki asilama stratejisi vardir. BCG asisinda oldugu
gibi mikobakterilerle karsilasmamis ve infeksiyon tespit edilemeyen kisilerde
yapilan asilamaya, karsilasma &éncesi (pre-exposure) asilama denir. Amacg,
olusturulan imman yanitlar araciligiyla mikroorganizmanin vicuttan tamamen
uzaklastiriimasi veya infeksiyonu yasam boyunca subklinik diizeyde tutmaktir.
Karsilasma sonrasi (post-exposure) asilama ise, dnceden M. tuberculosis infeksiyonu
gecirerek iyilesen veya BCG ile asilanarak bagisiklik kazanan kisilerde immanitenin

artinlmasi amaciyla yapilmaktadir.
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Tablo 2. TB'un siniflandirilmasi.

Simif | Tanimi

T80 | M tubercuiosis ile kargilagmamig, infeksiyon yok

TB1 | M tuberculosis ile kargilagmig, infeksiyon durumu bilinmiyor

TB2 | Latentinfeksiyon, hasta degil (PPD poazitif)
TB3 | Aktif TB

TB4 | inaktif TB, iyilesmis veya yeterli tedavi amis
TBS | TB dlabilir, durumu bilinmiyor (kural digi TB)

Profilaktik asilar

insanlarda, akciger TB’u M. tuberculosis’in inhalasyonundan sonra gelisir. Bu
nedenle, akcigerlerde koruyucu bagisiklik gelistirmek amaciya profilaktik asilama
yapilir. TB asilari, nazal mukoza yoluyla verilirse, diger bagisiklama yollarina gére
infeksiyon yerinde daha iyi koruyucu bagisiklik olusur. Hayvan deneylerinde non
toksik olan L3 adjuvanit ile birlestirilen asilar, burun yolundan verilerek dogrudan
mukoza ylzeylerine uygulanabilir. L3 adjuvani icinde verilen, AM-Ag85B konjuge
asisi ve isi ile 6ldurtlmis BCG susunun (H-kBCG) profilaktik asilama modunda
testleri tamamlanmistir. Bu iki as1, klasik BCG asisinda elde edilene esdegerde

koruma saglamistir (19).

Booster asilar

BCG asisinin genis kullanim alanina ragmen, ¢alisma populasyonlarina baglh
olarak, asi etkinliginde genis varyasyonlar elde edilmistir. Asi etkinlik calismalarinin
sonuglarina goére, BCG asisi ¢ocukluk cagi TB formlarina karsi koruyucudur.
Koruyuculugu, ilerleyen yasla birlikte azalir. Eriskin TB’una karsi koruyuculugu
yok veya yetersizdir. Bu nedenle, BCG ile asili kisilerde booster dozlarla bagisikhk

artirilarak TB’un reaktive olmasi 6nlenmelidir.

Yeni TB asilari gelistirilirken, asinin naif ve saglikli bireylerde koruyucu yanit
olusturmasi yaninda, dtinya ntfusunun blytk kismini (%80) iceren cocukken
BCG ile asilanan eriskin kisilerde de booster doz verilerek akciger TB'unun
onlenmesi amaclanmaktadir. Bu yontem, bagisikligin kuvvetlendirilmesi (prime-
boost) stratejisi olarak bilinir (20). Son calismalarda, BCG ve Mtb72F proteini
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kombinasyonunun prime-boost formatinda uygulanmasi ile dokudaki bakteri
yuki azalmis, histolojik lezyonlar iyilesmis ve yasam stiresinde iki katina ulasan
sonuclar elde edilmistir. Mtb72F proteinini kodlayan DNA asilari da benzer
sonuglar verir. Hayvanlardaki, daha buyuk lezyonlar fibrotiklesmeye meyillidir.
Hava yollarinda anlaml iyilesme ve rejenerasyon olaylari olusur 17. Oxford
Universitesinde gelistirilen Mycobacterium tuberculosis’in salgiladigi Ag85A
antijenini taslyan vaccinia virus Ankara vektorl subUnit asinin, 2004 yilinda faz
1 klinik degerlendirmesi tamamlanmistir. Yillarca dnce de verilmis olsa, BCG
asililara, booster olarak verilen Ag85A asisinin gavenlik ve immunojenliginin
mikemmel oldugu bildirilmistir. Once BCG ve booster olarak Ag85A kullanilan
heterolog prime-boost deney sonuglari, ayni asiyla yapilan homolog prime-boost
sonuglarindan daha iyi koruma saglar. Ayrica, heterolog asilamada vektoére karsi

immun yanit olusmamasi veya daha az olusmasi saglanir (20).

Terapotik asilar

Terap6tik amacla, aktif TB'lu eriskin hastalarin asilanmasi, anti TB tedaviye
yardim edecektir. Ozellikle, TB'un endemik oldugu tilkelerde, hastaligin yayilmasini
kontrol altinda tutabilmek amaciyla DOTS programlarina eklenebilen yeni ve
etkin terapotik asilara ihtiyag vardir. Tedavi amaciyla asilama stratejisi ilk kez,
1890 yilinda old tuberkulin kullanilarak Robert Koch tarafindan incelenmistir.
Ne yazik ki, tiberkalin immunoterapisi, semptomlari hafif olan TB’lu hastalarda
siddetli sistemik reaksiyonlara neden olmustur. Tedavi sonucunda, ileri kavitasyonlu
hastalardan yaklasik %10'u kaybedilmistir. Terapotik asilamayi yeniden
degerlendirmek icin yapilan ¢alismalarda, dtstk dozda virtlan M. tuberculosis
ile infekte edilen farelere, bazi asilar verilerek terapotik etkileri incelenmistir.
Bu calismalarda asi olarak; hsp60-DNA asisi, AS02 adjuvaninda Mtb72F flazyon
asisi, BCG, L3 adjuvaninda isida éldarilmuas BCG (H-kBCG), BCG+diger antijenler,
sitokin sekrete eden rekombinant BCG ve is1 ile 6ldUrilen M. tuberculosis verilmis,
fakat bu tedavilerin hicbirinde infekte farelerin akciger dokusunda CFU azalmasi
saglanamamigstir. Mtb72F asisi, akciger dokusunda bakteri sayisini azaltmasa da,
daha kucUk patolojik lezyonlara ve farelerin yasam stiresinde uzamaya neden
oldugundan terapétik etkilidir (17). En kuvvetli terapétik etki, M. leprae’nin
hsp60 1s1 sok proteininde gozlenmistir. Bu DNA asisi uygulanan farelerde, vektoér

asilarindan farkh olarak TNF-0 tireten CD4/CD8 hcrelerinde ve granzim pozitif
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CD8 hiicre sayisinda artma ve akcigerlerde IL-10 seviyesinde ylUkselme g&zlenmistir.
Ancak, bu asi da sadece asilama 6ncesinde anti-TB ilaclarla tedavi edilen
hayvanlarda etkilidir. Kemoterapi sirasinda mikobakteri Hsp65'ini kodlayan
plazmid DNA asisi ile immuUnoterapi, MDR-TB tedavi slresini kisaltmaktadir (21).
Terapotik asilarda Koch reaksiyonu gérilme ihtimali yuksektir. infeksiyondan
once, asi olarak, ayni sitokinlerin salinmasini saglayan BCG suslari ve H-kBCG
kullanildiginda iyi sayilacak dlizeyde korunma saglanmistir. Cesaret kirici benzer
sonuglar, subUnit asilarla yapilan immunoterapi sirasinda da elde edilmistir (19).
TB'lu hastalarda tek basina kullanilabilecek terapétik asilarin gelistirilmesi zordur.
Mevcut asi adaylarinin TB basili ile karsilasmadan énce verildiginde etkili iken
mevcut infeksiyonu azaltamamalari artan ve zararli hale gelen immun aktivasyonla
iliskilidir. Asinin, lokal mukoza diizeyinde oldugu gibi sistemik dlzeyde de hem
htcresel hem de hiimoral immuniteyi uyararak koruyucu bagisikhigi dengeli bir
sekilde kuvvetlendirmesi gerekir. Terapétik etkili asilar gelistirilebilirse, yeni TB
asisi icin en buyuk hedef olan BCG asisiyla duyarlilasmis grupta agresif DOTS
kemoterapisine 6nemli katki saglayacaktir.

. BCG | (Booster asllarrb oﬁlaktlk asllam @uﬂk as@

i // D)
|Yen| doﬁa Non-mfekt Karsllasma /| |nfekte>[Latent infekte
S ]
L /
\ et N -~=-h
tﬁ laktik asnam} % Booster asllama (erapﬁnk 3]

Sekil 5. Tuberkllozda asilama stratejileri (deneysel karar verme mantigi)

Yeni TB asilariyla yapilan klinik deneyler

ilk global TB asisi gelistirme planinin amaclarinin basariyla tamamlanmasi,
Avrupa toplulugu ve Amerika Ulusal Saglk Enstitisa (NIH) tarafindan yapilan
yatirirmlara dayanmaktadir. Ayrilan fonlarla, asi arastirma birimi kurulmus ve
klinik deneylere baslamak icin optimal asi adaylarin se¢imi ve karsilastirmali
testlerinin yapilmasini saglayan preklinik degerlendirmeler baslatiimistir. Ayrica,
kar amaci olmayan ve TB asisi gelistirmeyi amaclayan Aeras global asi vakfi (Aeras
Global TB Vaccine Foundation)'ni destekleyen Bill ve Melinda Gates vakfi (Bill &
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Melinda Gates Foundation)'ndan biyUk bagislar alinmasiyla klinik deneylere
dogru ilerleme saglanmistir (18). Klinik 6ncesi ¢calismalarda, yeni asi adaylarinin
immunojenliginden 6nce koruyucu etkinligi ve gtvenilirligi belirlenmektedir.
Uygun Uretim pratigi (GMP) prosedUrlerine gére hazirlanan asilar faz 1, Il ve lll
klinik calismalarinda denenmektedir (Tablo 3). Klinik calismalara baslamak igin,
deney alaninin tanimlanmasi (cografik bélge ve latent infeksiyon ve aktif TB'un
prevalansi dahil spesifik topluluklar), standart protokollerin gelistirilmesi, etik
konular ve asi etkinliginin ug sinir noktalarinin tespiti gibi konular tamamlanmalidir.
Deney alani, yeterli alt yapiya sahip olmalidir. Basit tani testleri ve immunolojik
analizlerin yapilabilecegi laboratuvarlar bulunmali ve asi adayinin degerlendirilmesi
icin halk ve ézel kuruluslarin isbirligi saglanmalidir. Umit veren asi adaylarinin
glvenlik calismalari; ilag sirketleri ile is birligi halinde calisan Aeras Global TB asi
vakfi (Aeras Global TB Vaccine Foundation), Avrupa ve gelismekte olan tlkeler
klinik deney isbirligi (European & Developing Countries Clinical Trials Partnership,
EDCTP) ve Ulusal Saglik Enstittist (The National Institutes of Health, NIH) tarafindan
yapilmaktadir (22,23).

Tablo 3. Agi gelistirme fazian .

Faz | deneyleri Yaklagik 30 saglkl enskin grubunda, asinin guvenilirligini inceleme.

Faz Il deneyleri | Belirli hedef populasyonlar (bnceden M tuberculosis ile kargilasmig HIV
ile korinfekte, addlesan, gocuk ve infantiar) secilerek daha buyuk bir
grupta guvenlik galigmalan tekrarlanir. Farkl ag dozlan ve verilis yollan

incelenir. Faz |l deneylerinde imminojenlik o6lgimler, plana devam
edilimesine karar verdiren énemli bir kriterdir.

Faz IB | Faz II'nin genigletimis seklidir. Faz Il etkinlik deneylerine gegebilmek
deneyleri igin, agl adayinin performans kriterlerini kargilayip karsgtlamadidi incelenir.

Faz lll deneyleri | Asinin etkinlidi, ¢ok buyUk bir grupta ve yofun kaynaklar kullamlarak
incelenir. Faz Ill deneylerine gegmeye karar verdiren kriterler: hedef
populasyona ulagmak igin uygun bir yerin bulunmasi, a$ Uretme tesisinin
kurulmug olmasi, deneyler basanl olursa lisans alimini garantileyen klinik
gelisme plan, immulnitenin  deneyden elde edienle korelasyon
gostermesi, agiya lisans vermeye gondild olan bir dke, asinin lisans
almasi igin kanuni duzenlemeler, deneylerle tani araglan ve TB ilagiaryla
butdnlestiriimesi igin lokal TB kontrd programlan ile yapilan gorigmeler.

Faz IV deneyleri | Epidemiyclojik caligmalar aracihfyla asinin  etkinlidi ve guvenlidini
iZlemek igin Ulkenin alt yapl sistemi kullanilarak, lisans allmindan sonraki
callsmalardir.
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Asi uygulama yollan: oral ve nazal asilama

insan patojenlerinin cogunda oldugu gibi, M. tuberculosis de mukoza yiizeyini
kullanarak viicuda girer. En sik, Gst solunum yollarinda kolonize olduktan sonra
vicuda girer ve primer olarak akcigerlerde infeksiyona neden olur. Yeni TB
asisinin, mukozaya verilmesi ile lokal immunitenin uyarilacagi ve TB basilinin

primer kolonizasyonunun énlenecegi distintlmektedir.

Oral ve nazal asilama, patojenin giris yeri olan akcigerlerde gucli immin
yanitlar olusturur. Mukozal immuniteyi agiga c¢ikarmak icin, nazal asilama yolu
daha sik kullanilir. Ancak, bu gine kadar, sadece birka¢ calismada TB’a karsi
nazal asilama uygulanmistir. Bu ¢alismalara gore; canli BCG, subUnit ve rekombinant
adenovirus veya vaccinia Ankara (MVA) bazl asilarin intranazal yoldan verilmesiyle
M. tuberculosis’e karsi korunma saglanmistir (24,25). Avrupa birliginde, yeni
gelistirilen TB asilarinda adjuvan ve tasiyici sistemi olarak lipitler (Eurocine™ L3)
test edilmektedir. L3 adjuvani, toksik degildir ve intranazal yoldan kullaniimaktadir
(19,26). Gegmis yillarda, oral yolla canl BCG asilari verilerek yapilan calismalarda,
etkin asilama icin ¢ok buyuk sayida basil gerekmesi ve lenfadenit gelismis ve bu
yolun kullaniimasindan vazgecilmistir. GinimUzde ise, lipitlerle mikro kapstlasyon
yapilarak oral yoldan hayvanlara verilen BCG asisinin, ¢cok az basille yeterli
bagisiklik olusturdugu bildirilmistir. Agizdan verilen lipit kapstlld canli BCG
susunun, ince barsak lenf dolasimina ve torasik kanal aracihgiyla dalak ve karaciger
gibi santral lenfoid organlara, sayica fazla miktarda ulasmasi ve cogalmasi
saglanmistir. Oral BCG asisi, dalakta mikobakterilere 6zgul IFN-d salgilayan
hicrelerde artisa neden olur. Bu hucreler, 6nceki ¢alismalarda, virtlan
mikobakterilerin aerosol halinde verildiklerinde akcigerlerde gézlenen koruyucu

bagisikliga benzer yanitlarin olusmasini saglar (27).

Adjuvanlar

Adjuvanlar, birlikte verildigi antijene karsi immun yanitlari artiran maddelerdir.
Dogada bulunan farkli virts, bakteri, mikroorganizma toksinleri ve bazi kimyasal
maddelerin dogal adjuvan 6zelligi vardir. Adjuvanlar, gtclt Th1 immUn yanit
olusumuna neden olur. Intercell tarafindan oligodeoksintkleotit ve polianyonik
katyonlardan hazirlanan IC31 ve katyonik lipozomlar, pozitif yuklt veziktllerdir.

Negatif yukli membran yapilarina baglandiklari icin makrofajlar tarafindan
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kolayca fagosite edilerek MHC | ve Il molekullerine daha kolay ulasirlar.
Mikroorganizmalar; DC'ler araciligiyla TLR reseptdrlerini aktive etme,
proinflamatuvar sitokinleri indikleme ve eksprese etme ve intraselltiler MHC
isleme kompartimanlarini hedef alma kabiliyetindedirler. Enterik bakterilerden
elde edilen toksinlerin etki mekanizmalarini inceleme sirasinda, bakteri
ekzotoksin/toksoidlerinin mukoza yolundan verildiginde adjuvan 6zellikte oldugu
bulunmustur. Adjuvan olarak, kolera toksini (CT) ve E. coli'nin siya dayaniksiz
toksini (LT) en sik kullanilan bakteri toksinleridir. Mtb72F asilarinda bulunan
poliproteinlerin immunojenligi, AS02 adjuvani icinde verilirse artmaktadir (17).
AS02 adjuvani, GSK (GlaxoSmithKlein) tarafindan gelistirilmistir. Bakterilerin LPS
endotoksinlerinin toksin 6zelliginin giderilmesiyle olusan monofosforil lipit A ve
TLR4 ligandinin monofosforil lipit A yapisinda bulunan Quil A (saf Quillaria
saponaria)’nin sudaki yagh emulsiyonundan hazirlanmistir. 2005'te klinik calismalar
baslatilan Ag85B+ESAT-6 flizyon asisinda, 1C31 adjuvanindan baska E. coli'nin
Istya dayaniksiz enterotoksini modifiye edilerek elde edilen LKT63 adjuvani
kullanilmaktadir (4,18) . Adjuvanlarin timu klasik adjuvan degildir, cogu dogrudan
proksimal mediatér oldugundan dolayi, denemeler rekombinant sitokinler (1L-
6,1L-12) ile birlikte yapilir. GunimUzde, insanlarda kullaniimasi onaylanan tek
adjuvan, aliminyum tuzlaridir. Ancak, aliminyum tuzlari temel olarak Th2 tipinde
yanitlar olusturmakta, TB'a karsi korunmada ise gugli Th1 yanitlarinin olusmasi
gerekmektedir. Aliminyum tuzlari disinda, bazi lipitlerin (Eurocine™ L3) insanlarda
toksik olmadigi tespit edilmis ve insan kullanimi icin lisans verilmistir. L3 adjuvani,
Avrupa Birliginde, yeni gelistirilen TB asilarinda kullanilmaktadir. Bu yeni adjuvan,
6zellikle intranazal yol olmak tGizere mukozal immunizasyon i¢in uygundur. Ayrica,
su anda insanlarda kullanilan dogal yag bazli lipitlerle karsilastirildiginda, toksik

olmayan tek adjuvan olma 6zelligine sahiptir (19,26).

Faz | ve Il insan ¢alismalarinda; bakteri LPS’lerinin toksin 6zelliginin
giderilmesiyle hazirlanan monofosforil lipit A (AS02), influenza asilarinda kullanim
icin lisans alan mikro sulandirilmis yag emulsiyonu ve sirfaktanlar (MF59),
mikobakterilerin hicre duvarinda bulunan muramil dipeptidin yagh emulsiyonu
ve non-iyonik blok kopolimerler (SAF-1), katyonik lipozomlar (SSI'nin LipoVac
ailesi adjuvanlari), yeni-ikinci jenerasyon katyonik lipitler (Vaxfectin), saponin
deriveleri (QS21) ve polifosfazen gibi polimerler olmak Uzere ¢ok sayida adjuvanlar
denenmektedir (4).
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Tasiyici sistemler

Genetik mahendislikle, genetik yapisi degistirilebilen M. bovis BCG, Salmonella
ve Listeria gibi intraselltler bakteriler, vaccinia ve smallpox (cicek) gibi virtsler
antijen igin tasiyic sistem olarak arastirilmaktadirlar. Replikasyon yetenegi
bulunmayan Ankara tipi rekombinant vaccinia virast (MVA)'ne mikobakteri
antigeni genleri aktarildiktan sonra, TB asisi olarak etkinlik testleri yapilmis ve
glclt imman yanitlar olusturdugu tespit edilmistir. BCG asisinin koruyucu etkisi,
booster olarak verilen MVA ve fowlpox karisimindan sonra sinerjistik artar 28.
Bu asilarin 6nemli bir handikapi, 6nceden mikobakterilerle karsilasan veya BCG
ile asilanan kisilerde etkisiz olmalaridir. Bu kisilerde olusan nétralizan antikorlar,
vaccinia vektorlerle etkilesime girer ve yeterince cogalmadan hizla nétralize
olmalarina sebep olurlar. Sonug olarak, vektoriin kodladigi M. tuberculosis antijeni
olusmadigi icin immUn yanit da olusmaz. Ayrica, konakta vektére karsi immun
yanitlar olusabilmektedir. Bu nedenle, prime-boost asilama stratejilerinde farkh
virUs vektorler incelenmektedir. Heterolog (vaccinia + fowlpox gibi) prime-boost
asilama stratejisinde farkli virts asilarinin, homolog stratejilere gére immun

yanitlari daha fazla artirdigi bulunmustur (28).

BCG asisi yanitlarini etkileyen faktérler

Robert Koch, TB basilinin insanda TB hastaligina neden oldugunu gésterdikten
sonra, 6kuiz ve koyun serumunu 65°C'de koagtile ederek M. tuberculosis kulttrant
yaptl ve “old taberkalin” ismi verilen 6lG TB basilinin gliserolde hazirlanan
ekstraktlarini terapétik asi olarak kullanmayi denedi. Ancak, kisa zamanda,
tUberkllinin terapotik etkisinin olmadigi fakat ttuberkulin deri testinin, latent
olarak infekte kisileri tanimlamada erken ve ¢ok énemli bir tani araci oldugu
anlasildu.

Koch'un tuberkulin tedavisinin basarisiz oldugunun saptanmasindan 20 yil
sonra, yeniden TB'a karsi asi gelistirme calismalarina baslandi. Nocard tarafindan,
mastitli bir dive sGtinde virtlan bir M. bovis susu izole edildi. Pasteur enstitlstnde,
13 yil stre ile in vitro 230 pasajdan sonra virlilansi azaltildi. 1921 yilinda, Calmette
ve Guérin tarafindan, BCG adinda yeni bir canli zayiflatiimis (atente) asi
gelistirilerek, ¢cocuklarda iyi bir korunma sagladigi gosterildi. BCG asisi, 1923'ten
beri bircok Glkede ve giinimuzde ise DSO’'niin genisletilmis asilama programi

(EPI)'nda en yaygin kullanilan asidir. BCG kalturleri, 1927 yilinda ¢ogaltilmak
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Uzere diinyadaki bir¢ok laboratuvara génderilmistir. Kullanilmaya baslanmasindan
bu yana, tim diinyada 3 milyar dozdan daha fazla kullaniimis ve halen her yil
100 milyon yenidogan ¢ocuk BCG ile asilanmaktadir. Gunimuzde, gelismis
Ulkelerde ¢ocuklarin BCG ile asilanmasi durdurulmus ve sadece gé¢men ¢ocuklari,
hastane ve laboratuvar personeli ve diger ytksek riskli gruplar BCG ile rutin olarak
asilanmaktadir (29).

A. BCG susu varyasyonlari ve calisma populasyonunda farkhiliklar
BCG asisinin ilk kez kullanilmasindan bu yana, orijinal asi susu strekli olarak
dinya Uzerinde bircok laboratuvarda aretilmis ve farkli alt suslar ortaya ¢ikmistir
(29). En yaygin kullanilan BCG asisi alt suslari; Connaught, Danish, Glaxo, Moreau,
Pasteur ve Tokyo suslaridir (Sekil 6). Bircok klinik deneylerde, BCG asilarinin
etkinligi farkl Glke ve toplumlarda buytk degisimler gosterir; bildirilen korunma
oranlari %0-80 arasinda olup bu sonuglarin nedenini arastirmak igin cesitli
arastirmalar yapilmisir. BCG asisinin etkinligine dair yapilan en genis kontrollu
calismalardan biri Glney Hindistan’da yapilmistir. Bu calisma, 250.000'den fazla
kisi ile yapilmis ve BCG asisinin geng yas grubunda korunma sagladigi ancak orta
ve daha ileri yas grubunda korunma saglamadigi, hatta BCG ile asilanan gencg
eriskinlerde hastalik riskinin arttigi bildirilmistir (30). Amerika yerlileri ve Alaska’l
kisilerde yapilan 6 yillik bir calismada BCG asisinin etkinligi %52 olarak bildirilmistir
(13,31). BCG asili, aktif TB'suz kisilerde PPD deri testi pozitifligi 15 yila kadar
uzayabilir. On bes mm’nin Ustlindeki PPD sonuglari, BCG asilamadan ¢cok TB

infeksiyonu olarak dustntlmelidir (32).
Pasteur, 1921

{Mutasyon 1,
RD1 silinmesi)
Moreau, 1924
Tokyo, 1925
Gothenburg, 1926
Pasteur, 1927
(mutasyon 2,

RD2 silinmesi)
I

Danish, 1931

Tice, 1934
Montreal, 1937

Connaught, 1948
Pasteur, 1961

Glaxo, 1954

Pasteur Merieux, 1989

Sekil 6. BCG suslarinin soy agaci (29).

M ag |
L1ZSJ




Mikroarray teknolojisi ile farkli BCG suslarinin genomu incelenmis ve BCG'nin
koruyucu bagisiklikta 6nemli olan bazi genlerini kaybettigi gosterilmistir. Gen
kaybinin, liyofilizasyonun ilk kez kullanildigi 1960 yilindan 6nce, orijinal susun
atentasyonu veya ¢ogaltilmasi sirasinda meydana geldigi sanilmaktadir. Bazi
BCG asilarinda; ebeveyn susta bulunan majér protein antijenler yaninda ya
bulunmayan (ESAT-6 ve CFP-10, MPT64) ya da eksprese olmayan (MPB70 ve
MPB83) antijenlerin bulundugu gosterilmistir (4,33). Ginumuzdeki BCG suslarinin
immunojen 6zellikleri farklidir. Pasteur ve Danish suslari Glaxo ve Tokyo suslarindan
daha immunojendir 28. Bu bulgular 6nemli olmakla birlikte, bu sus varyasyonlarinin
asi etkinliginde gozlenen degisikliklerden sorumlu tek faktor olup olmadiginin
aciklanmasi gerekmektedir (29). iki BCG susuna (Glaxo ve Danish susu) ait
epidemiyolojik verilerin karsilastiriimasinda, her iki sus ingiltere’de iyi bir koruma
saglarken Guney Hindistanda'ki Malawi ve Chingleput’da zayif koruma sagladigi
tespit edilmistir. Bu goézlemlere gére, BCG asisinin etkinliginde, suslar arasi
farkhihklar minér 6nemde iken cografik ve/veya populasyonla ilgili faktoérlerin
daha 6nemli oldugu anlasiimaktadir. BCG asisinin cinse gore ortalama etkinligi,
son 60 yilda yapilan calismalarin meta analizinde, kadinlarda %70 ve erkeklerde
%29 olarak bulunmustur (31).

B. Cevredeki mikobakterilerle karsilasma ve kronik infeksiyon
Tropikal bolgede yasayan eriskinlerde BCG asisinin etkinliginin dastk olarak
gbzlenmesi, BCG asisindan énce cevredeki mikobakterilerle duyarlilasmaya bagl
olabilir. Bazi cografik alanlarda atipik mikobakteriler bol oldugundan, erken
yasta immuUn yanitlari indUkleyebilen bu tir mikroorganizmalarla asilama éncesinde
karsilasma, BCG asisina yanitlari maskeleyebilir veya konakta bulunan asi susu
ile etkileserek BCG tarafindan indtklenen immuniteyi inhibe edebilir. Bu hipotezin
denenmesi amaciyla, fareler, tropikal bolgelerde sik bulunan cevresel
mikobakterilerle duyarlilastiriimis ve daha sonra BCG ile asilanmistir. Asidan dnce
duyarlilastirilan bu farelerde, kontrol grubuna gére M. tuberculosis infeksiyonu
daha sik gézlenmistir. Sigirlarda yapilan ¢calismalarda da, BCG asisindan énce
cevresel M, avium susundan elde edilen antijenlere karsi yUksek IFN-¢'5f yanitinin
olustugu ve BCG asisinin, sigirlari virGlan M. bovis ile karsilasmaya karsi daha az

koruyucu oldugu gésterilmistir. Klasik BCG asisina tezat olarak, sublnit asilar
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veya atenie M. bovis mutantlarindan olusan yeni bazi asi adaylarinin koruyucu
etkisi, cevresel mikobakterilerle 6nceden duyarlilasmadan etkilenmemektedir
(34). Bu bulgulara gore, ¢cevresel mikobakterilerle karsilasarak indtklenen immun
yanitlarin geriye dogru modulasyonundan kag¢inmak i¢in yeni asi gelistirme
calismalari desteklenmelidir. Son calismalarda, Th2 tipi immUn yanit olusan
helmint infeksiyonlarinda BCG asisinin koruyucu etkisinin azaldigi ve helmintlerle
karsilasmis BCG asili kisilerde antihelmintik tedavinin PPD’ye 6zgul yanitlar

duzeltebilecegi gosterilmistir.

C. Suboptimal asi verilisi

Eriskinlerde pulmoner TB'un canli BCG agsisi ile dnlenememesinin bir nedeni,
optimal olmayan parenteral yolla bagisiklanma yapilmasidir. Bagisiklamada
kullanilan asinin, M. tuberculosis’in giris yolu olan akcigerler ve Ust solunum
yollarinda korunma saglamasi yaninda, sistemik immuin yanitlari da olusturmasi
istenir. Glincel olarak, yeni asi gelistirme calismalarinda, asinin mukoza yolundan
verilecek sekilde dizayn edilmesi ve adjuvan veya tasiyici sistemler kullanilarak

etkinliginin optimize edilmesi arastirilmaktadir (35).

BCG ile duyarlilasmis eriskinlerde bagisikligi nasil arttirabiliriz?
TB asilamada 6ncelikli hedef, BCG ile asili geng eriskinlerde bagisikligin
guglendirilmesidir. Bu amagla, booster (gu¢lendirme) asilama yapilir. Ancak, BCG
ile duyarlilasmis kisilerde, BCG'nin hizla eliminasyonuna bagh olarak, primer
asinin koruyucu etkinligini tekrarlanan BCG asisinin artirmadigina dair deliller
bulunmaktadir. Ozellikle subinit tipte yeni asi calismalarinin temeli, BCG ile
indtklenen primer immun yanitlarin etkin olarak guglendirilmesinde yararli
olabilecekleri hipotezine dayanmaktadir. Bu ylzden, yeni asi adaylari, klinik
dncesinde hayvan modellerinde incelenirken, BCG ile duyarlilasmadan sonra yeni
ast ile immun yanitlarin giclendirilmesini kapsamalidir. Bagisikhigr artiran (prime-
boost) asilama deneylerinde, BCG'den sonra mikobakteriyel antijenleri eksprese
eden rekombinant virts asilari kullanilarak hicresel immun yanitlar

guclendirilmistir (20).

Yeni TB asilari
BCG asisi, eriskinleri akciger TB'una karsi koruyamaz. Asili eriskinlerde de

etkili yeni asi gelistirilmesi calismalari hizlanmis ve giinimtzde kullanilan modern
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tekniklerle 200'den fazla TB asisi gelistirilmistir. Son 10 yilda, NIH tarafindan,
yeni adjuvanlarla birlikte 130’dan fazla materyal incelenmistir (Tablo 4). Bu
materyaller; DNA asilari, canl atenle asilar, rekombinant virUs ve bakteri vektorla
asilar (BCG vektor asisi dahil), subUnit asilari (61t BCG gibi fizyon proteinleri
dahil) ve yeni adjuvan ve tasiyici sistemlerle birlestirilmis M. bovis asilaridir (17).

Tablo 4. Asi adaylari (18).

Arastinilan Bilegimi Gelisim ArasincilarDestekleyenler
agilar ewesilFazi
Wb peptter 5 WD pepidi (sentetk) Terk edid Intercell
(Hspo DNA agisiSafiagtrimig 2 Lowrie, Sl
protein Ammunobiologics
LAM-TT konjuge |Upoarabiromannan-tetanoz |? Svensson, Pawlow
tok soidi konjuge agi Karolinska Institute
85B/10.4 Filizyon proteini Preklinik SSlAeras
AFT112 peri ve AGEoA, B, ¥ Prekhinik Aeras
eklenmis rBCG
BCG::RD1 BCG Pastewr genlerine A |Preklinik 2 Cole, Insftut
wwbercuosizin RD-1 lokusu Pasteur Eurovac
eklenmigtr
M ubercubss |M ubercuoss PrekKlinik Martin, Goquel Eurovac
PhaP genomundan virllansla caligmalar
iligkili #haP geni devam ediyor
ikarim istr ve GLP sonucu
aretimi
M ubercubss |M ubercuoss GMP sonucu [Jacobe, Albert Einstein CoM
mc2 6020 genomundan £ ysA ve uretildi v
£anCD gikarilm gt FDA'va
(cogalamaz) bag wiruldu
M ubercubss (M ubercubss GMP sonucu  |Jacobs, Albert Einstein CoM
mc2 6060 genomundan panCD & Uretildi
RD-1 lokusu gikanimigtir FDA'ya
(cogalakilir) beg wiruldu
AdVacBda, B, Y |Adenovirus vektdrla AgBSA |Faz 1, 2006 Crucell/Aeras
baginda
baglatilacak
'rBCGAUreCHIy |L. monocyiogenesino Faz 1, 2005'de |Kaufmann, MP1 /VP M
Ureaz geni eksik, listeriolizin | baglatld:
salan BCG Pasteur sugu
AOBOBESATG |Fuzyon proteini Faz 1, 2000Ge |P. Andersen, Sal
baglatidi
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b2 Fuzyon proteini Faz 1 Coriva, GOKEO
caligmalan,
Amerika'da
tamamlandi,
Avrupa'da
baglatidi
IrBCG30 BCG Tice gazmidi Am enka'da faz | Horwtz, UCLA
tarafindan kodlanan 1 sonuglar
AgB5Bhin agir analiz ediliyor

ekspresyoru
MYA-854 Vaccinia vek tiril Ag85A Faz 1, HillMc Ehane, Cxford
(Ag854) ingilere'de Uniersity

tamam landi,

Gam bia 'da

devam ediyor

M vaccae Istile dldGrilmis Tanzanyada |VYon ReynMIH
faz Nl
baslayacak

GLP: “Good Laboratory Practice”. GMP: “Good Manufacturing Practice / Quality Systems”.

UCLA: “University of California, Los Angeles”. SSI: “Statens Serum Institute”

TB asilari basit olarak, tam hiicre ve subUnit asilar olarak iki sinifta toplanabilir.
Tam hucre asilari, canh veya 610 mikobakteri olarak alt gruplara ayrilir. Canli
asilar; canh modifiye BCG, genetik olarak atente edilmis M. tuberculosis, virts
vektorll ve bakteri vektorlU asilara ayrilabilir. SubUnit asilar ise; hiicre duvari,
protein ve diger antijen asilarina ayrilabilir. Bu grupta, genellikle yeterli immun
yanit alabilmek icin adjuvan kullanilmasi gerekir. Subunit asilar; rekombinant

protein antijenler, sentetik peptitler ve DNA asilarini da icerir (23).

A. Olii BCG ve M. bovis tam hiicre agilari

Olu TB basillerinden hazirlanan agsilarla 19.ncu ylzyilin baslarinda yapilan ilk
calismalarda koruyuculugun olmadigi veya zayif oldugu tespit edilmistir. Bu
deneyler, ylzyil boyunca defalarca tekrarlanmasina ragmen benzer sonugclar elde
edilmistir. Bdylece, TB'a karsi etkili herhangi bir asinin, koruyucu bagisiklik
olusuncaya kadar konakta ¢ogalma veya en azindan yasama kabiliyetine sahip
olan BCG gibi canh bir asi olmasi gerektigi seklinde bir dogma ortaya ¢ikmistir.

Buna ragmen, son kanitlara gére, uygun adjuvan (Eurocine L3) icinde verilen isi
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ile 6ldartlmis BCG'nin, geleneksel canli atentie BCG asisiyla ayni derecede
koruyucu immuin yanitlar olusturdugu gosterilmistir (13,19). Formalinle 6ldartlmis
M. bovis ile de benzer sonuclar alinmistir (36). Bu sonugclar, koruyucu immun

yanitlar icin uygun adjuvan se¢iminin 6énemini gostermektedir.

B. Canli, ateniie mikobakteri asilari

BCG'nin genetik olarak modifiye edilerek koruyucu antijen ya da sitokinler
eksprese eden suslari, M. tuberculosis’in genetik mihendislikle olusturulan
mutantlari ve diger non-patojen mikobakteriler veya vaccinia virts gibi canl

vektorlerden hazirlanan asilardir.

TB asi adayi olarak canh atenle oksotrof M. tuberculosis suslari ve daha az
virlan M. vaccae, M. smegmatis ve M. microti dnerilmis, ancak hayvan deneylerinde
koruyucu etkinliklerinde buyuk degiskenlikler géralmustir. Canli, atente, oksotrof
M. tuberculosis susu olarak, Pastor Enstittisinde PhoP ve New York'taki Albert
Einstein Kolejinde ¢ift oksotrof mutant suslar gelistirilmistir. Oksotrof suslar,
hayvan deneylerinde givenli olduklari halde insanlarda glvenlik ve stabilite
problemlerine sahiptir. Kobay deneylerinde, ¢ift oksotrof suslarla BCG'dekine
esdegerde korunma saglanmistir. Son zamanlarda, mikobakteri lipitlerinde defekt
olan bir M. tuberculosis mutant susunun (M. tuberculosis drrC), fareye verilince

BCG'den daha koruyucu oldugu gésterilmistir (37).

BCG30 asisi: Canli BCG Tice asl susuna, genetik mihendislikle; immun yanit
olusturan antijenler veya immun sistemi uyaran sitokinleri kodlayan genlerin
eklenmesiyle hazirlanir. Bu sus, 30 kDa majoér sekretuvar proteini (Ag85B) eksprese

eder. Faz | deneyleri Amerika’da tamamlanmistir.

M. tuberculosis ve M. bovis suslarinin genomunda bulunan RD1 segmenti,
mikobakteriye virtlans 6zelligi kazandirir. BCG'nin atentiasyonu sirasinda RD1
segmenti kaybolur 4. Pastor Enstitlstinde, BCG suslarinda kaybolan RD1 genom
segmentinin tekrar eklenmesiyle rBCG::RD1 susu gelistirilmistir. Bu sus, ESAT-6
ile birlikte Ag85A proteinlerini de eksprese eder. ESAT-6/Ag85A asisi, virilan M.

tuberculosis ile infekte edilen farelerde, standart BCG'ye gére daha iyi korunma
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saglamistir.

Max Planck Enstitistinde hazirlanan rBCGAUreCHly asisinda; BCG susundan,
fagozom igindeki asit pH'I nétlrlememesi icin UGreaz geni ¢ikarilmis ve MHC klas
| tarafindan sunulmasini artirmak icin listeriolizin geni eklenmistir. Bu asinin, agir
kombine immun yetmezlikli (SCID) farelerde gtvenli oldugu gdsterilmesine

ragmen virtlan duruma gecip gecmeyecedi bilinmemektedir (38).

C. Konjuge asilar

Taslyici proteinlere konjuge edilen polisakkaritler, immun sistemi stimale
ederek 6zgul antikorlarin tGretimine neden olurlar. Tavsanlarda zayif immunojen
olan S. pneumoniae tip 3 polisakkaritinin immunojenligi, bir hapten proteine
konjuge edilerek artirilmistir. Bu gézlem, modern insan karbohidrat-protein
konjuge asilarinin gelistirilmesini saglamis ve sonraki yillarda, Salmonella O
antijenine 6zgul oligosakkaritleri proteinlere konjuge ederek koruyucu tipte
Salmonella asilari hazirlanmistir. GiUnimuzde, karbohidrat-protein konjuge
asilarin; pnémokok, meningokok ve Shigella infeksiyonlarinda etkili oldugu
gosterilmistir.
insanlarda kullanilmak Gzere lisans alan ilk gliko-konjugat asi, Haemophilus
influenzae tip b (Hib) konjuge asisidir. Bu asi ulusal cocuk asilama programinda
kullanilmis ve kicgik cocuklarda yapilan calismalarda, konjuge Hib kapsuler
polisakkarit poliribitol fosfat (PRP) asisinin immunojenligi dogrulanmistir. Tetanoz
toksoidi (TT), difteri toksoidi (DT), mutant difteri toksini (CRM197) ve dis membran
proteini (OMP) preparasyonlari ile Hib konjuge asilari gelistirilmis ve pediatrik
Hib infeksiyonlarinda dramatik disme elde edilmistir. Cocuklarda Hib
infeksiyonlarinin azaltilmasinda Hib konjuge asilariyla elde edilen basari, diger
bakterileri hedef alan konjuge asilarin gelistirilmesine ilgiyi artirmis ve Avrupa’da,

L3 adjuvani icinde AM-Ag85B konjuge asisi gelistirilmistir.

D. Rekombinant BCG (rBCG)

Bu calismalarda, vektor olarak BCG kullanilmaktadir. Uzun sire in vitro
atenUiasyon islemi sirasinda BCG susunda kaybolan bazi genlerin yeniden
nakledilmesi, mevcut genlerin ek kopyalarinin olusturulmasi ve sitokin salinimi
yapan genlerin eklenmesi ile BCG'nin etkinligi artirillmaya calisiimaktadir. Son
yillarda, bu tir asilardan en az 25 adedi NIH kontrati altinda incelenmistir. Hayvan
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tuberculosis’in 30 kDa major sekretuvar proteinini asiri eksprese eden rekombinant
BCG (rBCG30) asisinin koruyuculugunun biraz daha fazla oldugu gosterilmistir.
Kobaylara, aerosol halinde verilen bu asi ile parenteral yoldan verilen geleneksel
BCG asisi karsilastirilinca, akciger ve dalakta basil CFU’sunda azalma bulunmustur.
2004 yilinda rBCG30 asisi ile faz | calismalarina baslanmistir. BCG'de eksik olan
ESAT-6 ile BCG asisi birlestirilerek farelere verildiginde asinin koruyuculuk orani
artmigstir (39). Hayvan modellerinde etkili oldugu bildirilen diger rBCG asilari,
listeriolizin veya sitokinler sekrete eden ya da Ag85A ve Ag85B eksprese eden
asilardir (38,40). Sitokin geni aktarilan rBCG'nin virtlansi artar ancak konaktan
hizla temizlendigi i¢in koruyuculugu azdir. Listeriolizin sekrete eden BCG suslari,
CD8 T lenfositleri tarafindan daha iyi taninmaktadir. Berlin'de “Max-Planck-
Institute”de Ureaz geni ¢ikarilip listeriolizin geni eklenerek listeriolizin geni
tasiyan BCG agsisi hazirlanmis ve 2005 yilinda ikinci yaridan sonra faz | deneylerine
baslanmistir (18). Son yillarda, UCLA (University of California, Los Angeles)'da,
asirt Ag85A eksprese eden rekombinant BCG susu (Ag85A asisi) gelistirilmis ve
Amerika’da faz | calismalari tamamlanmistir (18). Rekombinant BCG asilarinin,
konvansiyonel BCG asilarina Gstinligd hentiz gosterilmemis olmasina ragmen
cevredeki mikobakterilerle duyarlilasmaya bagl olarak pozitif etkilerinin

baskilandigr dustintlmektedir.

E. Oksotrof veya bazi genleri ¢cikarilmis mutantlardan hazirlanan asilar

Bu kategoriye ait ilk asilar, in vitro kultur sirasinda oksotrof 6zellik gésteren
basillerin secilmesi ile hazirlanmistir. Farelere, oksotrof suslardan hazirlanan asilar
verildiginde, immun yanit olusturur ve kisa sureli deneylerde koruyucu 6zellik
gosterirler. Ancak, bu asilarin ileri diizey analizlerinde, in vivo kosullarda
bakterilerin hizla dldukleri ve indiklenen bagisikligin bellek 6zelligi olmadigi
igin hizla kayboldugu gézlenmistir. Bakteri suslarindan belirli genlerin ¢ikariimasina
olanak veren son teknolojik gelismelerden yararlanilarak daha yeni oksotrof
bakteri mutantlari hazirlanmis ve asilarda denenmistir. Bu tlir mutant bakteri
hazirlanirken, genellikle mikolik asit sentezi, demir yokluguna yanit ve vitamin
B metabolik yollari gibi bakterinin metabolik yollarina etkili genler ¢ikarilmaktadir.
Bu sekilde hazirlanan asilarin daha iyi immun yanit verdikleri bildirilmistir. Su
anda yUrattlmekte olan bir calismada, pantotenat yolu ve RD1 bdlgesi mutasyona
ugratilan ¢ift “knock out” fare deneyleri yapiimakta ve sonuglari Gmitli

gorinmektedir (17).
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F. Vektor asilar

Replike olmayan rekombinant vaccinia viris veya rekombinant Salmonella
gibi vektoérlere M. tuberculosis’'un immin dominant genleri aktarilarak hazirlanan
asl adaylari hayvan deneylerinde iyi koruyuculuk gosterir. Bu gruptaki asilardan
biri olan Ag85A asisi, Oxford Universitesinde gelistirilen ve Mycobacterium
tuberculosis tarafindan sekrete edilen Ag85A antijeni temeline dayanan, modifiye
vaccinia virus Ankara (MVA) vektérli subinit bir asidir (MVASSA asisi). ingiltere’de,
2004 yilinda faz I klinik degerlendirilmesi tamamlanmistir. Asilarin gavenlik ve
immaunojenligi, 6zellikle BCG asilamasindan sonra booster doz olarak verildiginde,
mukemmel olarak bildirilmistir. ileri faz | giivenlik ve imminojenlik deneyleri,
Gambia’da tamamlanmistir. Faz Il deneylerine, Gambia ve Guney Afrika’'da
baslanmasina ve asinin latent TB’lu kisilerde etkinliginin incelenmesine karar
verilmistir 18. Ag85A (MVAB85A) eksprese eden rekombinant vaccinia virtis Ankara,
farkli asilama stratejileri (homolog veya heterolog prime-boost) kullanilarak
preklinik olarak incelenen ve faz | klinik calismalarina gecilen ilk asi adayi olmustur.
Bu calismalar, hem BCG ile karsilasmayan hem de tek doz MVA85A booster
asisindan once 1 ay, 1-15 yil ve 10-20 yil BCG ile asilanan kisilerde yapilmistir.
Sonug olarak, saghkli asisiz kisilerde ve 6nceden BCG ile asilanan gruplarda
antijene 6zgul IFN-d sekrete eden T lenfositlerinde artma saglanmistir. Ancak,
bu tip asilarda; canli virGs asilarinin guvenilirlik sorunlari yaninda halen
¢6zUmlenemeyen ve vektdre karsi ortaya ¢ikan immun yanitlar nedeniyle asilama

sayisinin kisitl tutulmasini gerektiren problemler vardir (24,41,42).

G. DNA asilan

insanlarda TB'a karsi koruyucu immiin yanitlar olusturan antijenleri kodlayan
DNA kisimlarinin Uretilmesi ve saflastiriimasiyla hazirlanan asilardir. Mikobakteri
antijenlerini kodlayan plazmitlerden hazirlanirlar. Ciplak DNA asilari olarak da
bilinirler. Mikolil transferaz ailesi (Ag85 kompleksi) tyeleri ve i1si-sok proteinleri
60, 65, 70 (Hsp60, 65, 70) gibi mikobakteri antijenlerini kodlayan plazmitler ve
aktif fizyon poliproteinlerini kodlayan DNA iceren bu asilarin, TB'a karsi etkinlikleri,
laboratuvar hayvan modellerinde yogun olarak arastirilmaktadir. NIH kontrati
altinda, bu tur 25'den fazla asi test edilmektedir. DNA asilarinin glcint artirmak
icin, sitokinlerle birlikte bagisiklama veya DNA'nin katyonik lipitler ya da diger

adjuvanlar icinde verilmesi arastirilmaktadir. DNA asilari, fare modellerinde,
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6zgll Th1 tipinde T hiicre yaniti yaninda M. tuberculosis’e karsi korunmada rol
alan CD8+ T hucresel sitotoksik yanitlari da artirmaktadir. Birden fazla yolla ve
sitokin kodlayan genlerle birlestirilerek verilebilirler. Ayrica, birden fazla antijen
(Ag85B, MPT-64 ve MPT-83) halinde kombine edilebilir ve biyolojik olarak
parcalanabilen mikro kire kapsuller icinde hazirlanabilirler (43). Prime-boost
senaryolarinda ¢ok etkili asilardir. Su ana kadar yapilan calismalara gére, DNA
asilarinin guclt koruma saglamasi icin booster asilamalar gerekmektedir. Ancak,
DNA asilarinda kullanilan plazmitlerin konak genomuna entegre olmadiklarina
dair kesin kanit bulunamamistir (17,43-47). Bu nedenle, ¢ok az sayida insan

cahismalari yapilmistir (17).

H. Yeni adjuvanlarda formiilize subiinit ve flizyon proteini asilar
BCG'nin, sublnit asi hazirlanmasinda kullanilan farkl protein antijenleri
kodlayan yaklasik 4000 geni vardir (4). Tam genom taramalari sonucunda,
koruyucu tipte immun yanit olusturan antijenlerin tanimlanmasi saglanmistir.
Bu antijenler tek basina veya kombinasyonlar halinde asi adayi olarak

incelenmektedir. Bazi subunit asilarda, non-protein antijenler de kullaniimistir.

M. tuberculosis; sitoplazmik, hticre duvari ile iliskili ve salgilanan proteinler
olmak Uzere 3 grup antijen eksprese eder. ESAT-6, Ag85B, hsp65 ve bunlarin
hibrid proteinleri (ESAT-6 ve Ag85B’in flizyonu) gibi bazi proteinler, giinimuzde
asi adayi olarak degerlendirilmektedir. NIH kontrati altinda, 40'tan fazla subUnit
asisi test edilmektedir. Bu asilarda, genellikle M. tuberculosis’in kaltar filtrat
proteinleri (CFP) kullanilmaktadir. CFP’leri, ESAT-6 gibi RD1 gen segmenti
tarafindan kodlanir ve infeksiyonun erken dénemlerinde koruyucu antijen 6zelligi
olan yaklasik 200 proteinden olusmaktadir (4). Bu sayi, CFP'nin erken veya mid-
log fazlari arasinda kulttrden elde edilme zamanina goére degismektedir. Bu
proteinler arasinda; Ag85 (mikolil transferaz) ailesi, MPT32, MPT51, MPT64,
GroES, ESAT-6, DnaK ve GInA daha 6nemlidir. CFP proteinlerinin Ag85 ve ESAT-
6 ile birlikte hazirlanan karisim/kokteyllerin koruyuculugu daha fazladir. Farelere,
aerosol halinde verildiklerinde, akcigerlerde lenfositik grantlomatéz yanita
neden olan bakteri yukinu azaltirlar. Ag85B-ESAT6 asisi, Kopenhag'da Statens
Serum Enstitlsu (SSI)'nde gelistirilen adjuvanli fizyon proteini asilarinin tipik

orneklerinden biridir. Bu asi, 2005/2006 yilinda iki klinik deney igin segilmistir.
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Birinci deneyde, adjuvan olarak oligodeoksintkleotitler ve polikatyonik amino
asitlerden (IC31) olusan bir karisimda hazirlanan asilar kullanilarak, geleneksel
parenteral asilama stratejisi acisindan incelenecektir. ikinci deney, birinci deneyle
paralel calisilacak ve adjuvan olarak E. coli'den elde edilen isiya dayaniksiz
enterotoksin’in modifiye edilmis sekli (LKT63) ile birlikte ayni antijen nazal yoldan
verilecektir (18). Bazi calismalarda, IL-2 ile desteklenen CFP asilarinin kobaylarda
bakteri yuklnl azaltmasa da yasam slresinde asisiz kontrollere gére, uzamaya
neden oldugu bildirilmistir. Asinin dozu, verilme yollari, zamanlamasi ve multipl
adjuvanlarla birlikte kullanilmasi konulari arastiriimaktadir. Uygun adjuvan ve
tasiyici sistemler icinde formiule edilen bu proteinlerin, CMI yanitlar olusturdugu
gosterilmistir. M. leprae’nin hsp65 151 sok proteini de hem himoral hem de T
hucresel immun yanitlari stimtle edebilmektedir (21). Washington-Seattle’da
Corixa tarafindan, M. tuberculosis’in 32 (MTB32) ve 39 (MTB39) kDa'lik
proteinlerinin fizyonundan olusan 72-kDa (MTB72F) poliproteinin BCG asisina
eklenmesiyle, Mtb72f asisi gelistirilmistir (18). Bu asi, GlaxoSmithKline tarafindan
gelistirilen bir adjuvan formulasyonuyla birlikte verilir. Fare ve kobaylara
verilmesiyle koruyuculuk kapasitesinin arttigi gosterilmistir. Kobaylarda, BCG'ye
benzer tarzda yasam siuiresinde uzamaya neden olur. Bu asi ile 2004 yilinda klinik
deneylere baslanmis, Amerika’da faz | ve Avrupa’da faz I/l klinik deneyleri
tamamlanmis ve 2005 yilinda saglikli PPD+/TB’la infekte eriskinlerde faz Il glvenlik
ve immunojenlik calismalarina baslanmistir (13,17,18,48,49). M. tuberculosis
genomunun %90'1, PE (n=99) ve PPE (n=68) gen ailesini kodlar. PE/PPE proteinlerinin
fonksiyonu bilinmemekle birlikte, himoral yanit olusturduklari saniimaktadir.
Virlilanstan sorumludurlar. immiinojen ve yiiksek derecede korunmus olan bu
proteinler, asi dizayninda kullaniimistir. Asi denemelerinde, koruyucu olmayan
himoral yanit ya da koruyucu hicresel yanit alindigina dair farkh sonuglar
yayinlanmistir. Rv3873’deki antijenik bir epitopun, diger PPE aile Uyelerinde de
bulundugu ve hem TB’lu hem de BCG asili bireylerden elde edilen hticreler

tarafindan tanindigi bildirilmistir (4).

Avrupa Birligi'nde yapilan TB-asi calismalan
Avrupa Birligi'nin besinci ve altinci ¢erceve programlarinda ttberkUloz asi
arastirmalari icin fon ayrilmis ve cesitli arastirmalar desteklenmistir. Devam eden

24 asi calismasinda; kobaylara, heterolog prime-boost formatinda verilen adjuvansi
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veya adjuvanli Ag85B/ESAT6 flizyon proteini, Ag85A eksprese eden DNA veya

MVA asilari ile BCG asisina esdeger koruyucu yanit elde edilmistir (50) (Tablo 5).

Tablo 5. Avrupa Birligi'nde yapilan asi calismalari (50).

Kontrol grubu ile karsilaghirmah deney
sonuglan
Yasam | Akcigerde | Dalakta | Akcigerlerde
siiresi | CFU CFU konsolidasyon

As1 adi Adjuvan Uygulanmasi azalmas) | azalmasi
"AQ85A DNA + Heterolog p<0.05 | Farksiz p<005 | p<005 |
MY A/MgESA prime-boost.

DMAim, MV A

id
RQBSBESATS DDAMPL sC p<0.05 | Farksiz p<0,05 Farksiz
fuzyon
[ Ag85BESATE | ASD2 sC Farksiz | Farksiz p<005 | Farksiz
flizyon
Hsp65 plaanid m Farksiz | Farksiz p<005 | Farksiz
DNA (CMY4.63)
TAM-Ag85E 3 sc, invanazal | Farksiz | Farksiz p<0,05 Farksiz
konjuge
rAgaoA protein AS02 sC Farksiz | Farksiz Farksiz |-
FowW poR/AQ®A + Heterolog Farksiz | Farksiz Farksiz |-
MV A/AQEGA prime- boost.

id
[ Ag35A DNA Vaxtectn Booster, im Farksiz | Farksiz Farksiz | -
RgB5A DNA + Vaxfectn-Ag85 A, | Heterolog Farksiz | Farksiz Farksiz |-
rAg85a AS02-rAg85A prime- boost

im, sc
AgBSBESATE | DDAMPLATDB |sc Farksiz | Farksiz Farksiz | -
flizyon
[ AQB5BESATH | DDAMPLAIDE | DDAMPLSC | Farksiz | Farksiz p<005 |-
flzyon prime,

TDBde oral

booster
ROBSBESATE L3 sc, inranazal | Farksiz | Farksiz Farksiz -
fuzyon + AM
M ubercuoss sc Farksiz | Farksiz Farksiz -
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Fpo- mutant
rBCG-Hly sC p<0,05 | p<0,05 p=0,05 p<0,05
rBCG Pasteur:: sc p<0,05 | p<0,05 p=0,05 p<0,05
RD1-2F9
BCG Danish + DDAMPL Het. peim e- p<0,05 | p<0,05 p<0,05 p<0,05
Ag8SBESATS boost, sc
BCG Danish Het. grime- p<002 | p<002 p<0,03 p<003
+MVAMGE5A boost, sc

'BCG Danish Homolog p<0,03 | p<0,03 p=0,03 p<0,02
+BCG Danish Prim e-boost,

sc

M ubercub s p<0,05 | p<0,05 p=0,05 p<0,05
PP~ mutant
Pst1S3-4055A Het. prime- p<0,05 | p<0,05 p<0,05 p<0,05
DNA + BCG boostim , sc
Danish
M micro? sC p=0,05 | p=0,05 p=0,05 | p=0,05
OV254::RD1-2F9
BCG Darish + sC p<0,05 | p<0,05 p<0,05 p<0,05
MY AB5A+ FPBSA >BCG
rBCGAre CHIy sc p<003 | p<003 p<0,03 p<003
AM-TT L3 sc, intanezal | Farksiz | Farksiz Farksiz Farksiz

TDB: trehaloz dibehenat

TARTISMA, SONUG VE BEKLENTILER

TB'a karsi etkin ve yeni asilarin gelistirilmesi, ¢cok aktif bir arastirma alanidir.
Dunya nfusunun yaklasik %80'i BCG ile asilanmasina ragmen, yeni TB olgulari
saptanmaktadir. BCG asisi, 6zellikle menenijit olmak Gzere ¢ocuklarda dissemine
TB'u 6nlerken, eriskinlerde akciger TB'una karsi koruyucu etki géstermemektedir.
Dunya ntfusunun 1/3'0 (yaklasik 2 milyar) TB'lu ve bu kisilerin 14 milyonu
AIDS'lidir. HIV ile infekte TB’lu hastalarda antiretroviral tedavi sirasinda, TB
alevlenmekte ve M. tuberculosis suslarinda anti-TB ilaglara ¢cogul diren¢ (MDR)
artmaktadir. Avrupa’da, TB izolatlarinin %14'tnde MDR saptanmistir. M.
tuberculosis ile infekte kisilerde, her yil 8-9 milyon aktif TB ve 2 milyon 6lUm
saptanmaktadir (4). Bir giinde TB’a bagh 6lim sayisi 4300°dur. Bu rakamlar,
eriskin yaslarda TB'a karsi immun yanitlari artiracak yeni bir asiya acil ihtiyac

oldugunu gostermektedir.
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Laboratuvarda, insanlarda kullanilan yeni bir asinin gelistirilmesi yaklasik 20
yil alir. Bu sUrenin blytk bir kismi, yeni teknolojinin gtivenle uygulanmasi icin
gereken uzun ve sikici dizenleyici islemlere ve insanlarda kullanilan materyallere
baglhdir. Bu nedenle, yeni bir TB asisi i¢in, uzun yillar beklemeden, mevcut BCG
asisinin etkinligini artirmak amaciyla ¢alismalar yapilmaktadir. Son 10 yilda, yeni
bir TB agisi gelistirme calismalari hizlanmis; molekuler biyoloji, genomik, proteomik
ve trankriptomik alaninda ¢ok énemli gelismeler kaydedilmis, ¢cok sayida asi

potansiyeli olan antijenler tanimlanmis ve ylzlerce asi deneyleri yapilmistir.

Yeni TB asilarinin, en az Uc¢ hedefi vardir; asinin primer infeksiyonu 6énlemesi,
latent TB'lularda T hticre yanitlarini kuvvetlendirerek hastaligin gelismesini
durdurmasi ve 6zellikle MDR ve HIV kemoterapisi sirasinda terapotik etkilere
sahip olmasi amaglanmaktadir. Bu amaglarla, asi ¢calismalarinda, eski veya yeni
bulunan adjuvanlarin emulsiyon veya stspansiyon icinde farkh antijenlerle,
antijen ve adjuvan kombinasyonlari halinde ve degisik uygulama yerlerinden
verilmesiyle olusan immun yanitlar karsilastirilmistir. Formolde 6ldriimis BCG
ve yeni bazi adjuvanlar icinde 610 basillerle asilamanin koruyucu immun yanitlar
olusturdugu saptanarak, asilarda uygun adjuvan kullanilmasinin dnemi ve asi
icin canh bakterinin kosul olmadigdi gosterilmistir (36). SubUnit asilarla kombine
edilecek adjuvanlar arasinda, en iyi adjuvan mineral yag kapsayan inkomplet
Freund adjuvani (FI A) olmasina ragmen bu adjuvanin, oldukga toksik olmasi
nedeniyle insanlarda kullanilamamasi, lipit yapisinda yeni adjuvanlarin aranmasina
yol acmis ve insanlarda toksik olmayan L3 adjuvani gibi yeni lipit adjuvanlar
bulunmustur (19,26). Yeni asilarin, molekUler dlizeyde etkileri arastiriimis ve
dogal infeksiyon sirasinda olusan immun yanitlarla karsilastiriimistir. insan
deneylerinde yeni TB asilarinin degerlendirilmesini saglayan; énceden BCG ile
asilanan saglam kisilerle aktif hastalari birbirinden ayirmasi yaninda M. tuberculosis
ve diger mikobakterilerle infekte kisiler arasinda da ayrim yapabilen yeni TB tani
yoéntemlerinin gelistirilmesinin kritik dnemi vardir. Yeni asi gelistirme calismalarinda,
genellikle, serumda mikobakteri antijenlerine 6zgul IgG antikorlari, IFN-0, Th1
ve Th2 yanitlar &lctlmustir. incelenen asi adaylarinin, BCG asisinda oldugu gibi,
karsilagsma oncesi (pre-exposure) verildiklerinde etkili iken mevcut infeksiyonu
iyilestirememeleri, artan immun aktivasyona bagl oldugu ve gelistirilen yeni TB

asilarinin Th1 yaninda Th2 yanitlarini da indiklemesi gerektigi anlasiimistir.
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insan calismalarinda yeni TB agsilarinin degerlendirilmesinin yapilabilmesi icin,
asinin uygulandigi populasyondaki M. tuberculosis ve/veya HIV infeksiyonlari ve
BCG ile asilanip asilanmadiklari konusunda bilgiler elde edilmelidir. Yeni TB
asilarinin gelistirilebilmesi, toplumdaki kisi ve kuruluslarin isbirligi yapmasina
baglidir. TB’'un endemik oldugu tlkelerde, saglik personelinin cesaretlendirilmesi
6zellikle 6nemlidir. Eriskinlerde global asilama programlari olmadidi icin, yeni
TB asilarinin klinik testlerinin yapilacagi tlkelerde, eriskinler ikna edildikten sonra
astlanmalidir. Yeni TB asilarinin, AIDS ve sitma asilarinin denendigi bdlge ve

kisilerde denenmesi basari sansini artiracaktir.

Bazi fare calismalarinda, yeni gelistirilen TB asilari; yeni adjuvanlar iginde,
oral veya nazal yol gibi farkli yollardan veya prime-boost yéntemine gore
uygulanarak, primer BCG asisinin indukledigi immun yanitlar ve koruyuculugu
kuvvetlendirilmeye calisiimistir. Booster asilama semalarindan higbirinde fare
akcigerindeki bakteri yiku, booster asi yapilmayanlara gore, azalmamistir. Ancak,
iki booster doz asi verilen farelerde, kontrol asili farelere goére granilomatéz
inflamasyonun ilerlemesi durmustur. Booster doz olarak asi verilen tim gruplarda,
dalakta T hicre proliferasyonu ve IFN-d Uretimi yaniti, bir tek doz BCG asisi
verilerek indlklenen kontrollere gére artmistir. Uygun bir adjuvan icinde, booster
olarak DNA ve protein karisimindan olusan heterolog asilamadan sonra BCG'nin

koruyucu etkinligi kuvvetlenmektedir (19,51).

Asi deneylerinin baslatilabilmesi icin diger 6nemli konular i¢cinde; deneyin
yapilacagi yerin belirlenmesi, standart protokollerin hazirlanmasi, etik konularin
gozden gegirilmesi, denek bilgi formlarinin hazirlanmasi sayilabilir. Asinin
6zgullagu, guvenligi, immunojenligi ve etkinligini 6lcen yéntemler belirlenmelidir
(32). Global boyutta TB'un kontrol altina alinabilmesi, koruyucu ve tedavi edici
ozellikte yeni asilarin gelistirilmesi icin toplum ve toplumlar arasi isbirligi

gerekmektedir.

HIV/AIDS asilarinda goézlendigi gibi, yeni TB asilarinin gelistirilmesi asiri ¢alisma
ve dikkat gerektiren, zor ve riskli girisimlerdir. Cok sayida insan Gzerinde, sayisiz
asilarla yapilan deneyler ve alinacak sonuclarin yluzlerce arastirici tarafindan

izlenmesi ve karsilastirilmasi gerekmektedir. Gliney Afrika’da aktif TB’lularda
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terapotik asi olarak verilen, randomize kontrolli M. vaccae asi deneylerinde,
asidan sonra immun yanitlarin alevlenmesi sonucu agir akciger immun patolojileri
ile karakterize Koch reaksiyonlari meydana gelmistir. insanlarda yapilan klinik
deneylerin, saydam olmasi gereklidir. Etik ve legal sorumluluklari vardir. Bunlara
ilaveten, gelismekte olan Ulkelerde yaygin olarak kullanilmasi i¢in, yeni asinin
etkili ve piyasaya uygun bir fiyatla sunulmasi gerekmektedir. Multi komponentli
subUnit asilar ve prime-boost asilama stratejilerinin yUuklt bir maliyeti vardir.
Fakat, global olarak TB’lu sayisina bakilinca, ortada buytk bir market vardir ve
etkin bir asinin gelistirilebilecegi Umitleri devam etmektedir.
TB asi gelistirme deneylerine, DSO tarafindan; alan tespiti, deneye katilma
kriterleri, dlcimler, immuin assayler ve klinik deneye alinan asi adayinin Gretimini
saglayacak endustriyel yatirimlar belirlendikten sonra baslanmaktadir. Bu alanda
calisma yapan diger katilimci ve organizasyonlar arasinda; Amerika Ulusal Saglhk
Enstitust (NIH), Bill ve Melinda Gates Vakfinin destekledigi Aeras Global TB Asi
Vakfi, Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan desteklenen Avrupa’li arastiricilar agi
(Network of European researchers) ve GlaxoSmithKline (GSK) ve IDRI-Corixa gibi
farmasotik Ureticiler sayilabilir (52). Klinik deneylere katilacak halk ve 6zel sektor
isbirligi olmadan sonug alinamayacagi asikardir. Yeni TB asi/asilari gelistirilip
piyasaya verilebilirse tim ¢aba ve masraflarin karsilanacagi dustincesiyle, yeni
asilarin faz calismalari tamamlanmaya dogru gitmektedir. Planlar yapilmis ve
hedefler belirlenmistir. Yeni asinin, 2015 yilinda kullanilmaya baslanmasi ve 2050
yilinda dinyadan TB'un eradike edilmesi beklenmektedir (18).
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