
Barış Otlu 

İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Yeni mikobakteriyel antijenler ve bunlara 
 karşı konak immün yanıt 





UB-p62-LC3 

IRGM SLC11A1 

IL-10 

LC11A1 

CCL2 

CCL5 

CXCL8 
 FcRγ-Syk-Card9 

CARD15 

ID93 IL-1 
IL-2 

IL-12 
IL-17 

TNF-alfa 

DC-SIGN 

CD14 
CD27 

NOD 

TLR-2 
TLR-4 

TLR-9 

MyD88 

TB10.4   

MT1721 

MT1694 

MT2462 

NOD2 



İlk aşı araştırmaları 

A published version of Koch's lecture 

"The etiology of tuberculosis" in Berliner 

Klinische Wochenschrift 10 April 1882.  

• Tüberküloz ile ilgili ilk aşı çalışmaları,  

 etkenin 1882’yılında Koch tarafından tanıtılmasından hemen sonra başladı. 



İlk Aşı Araştırmaları 

• Koch 1890 yılında mikobakterilerden   «tuberculin  antijenini»  

ekstrakte ettiğini ve içeriğini açıklamadığı bu kompozisyonla tüberkülozu tedavi ettiğini 

duyurmuştur. 



A contemporary sketch demonstrating the treatment of a tuberculosis patient with tuberculin.  

İlk Aşı Araştırmaları 



İlk Aşı Araştırmaları 



İlk Aşı Araştırmaları 

Rudolf Virchow 

• Tuberculin tedavi etmiyor. 



İlk Aşı Araştırmaları 

• “Eski Tüberkülin” ve “Yeni Tüberkülin”   



 Edward Trudeau Edward Robinson Baldwin Theobald Smith Louis Pasteur 

• Çağın en önemli bilim adamları tüberküloza aşı için araştırmalar yaptılar. 

İlk aşı araştırmaları 



1904 Aşı çalışmaları 

• 1904 yılında Albert Calmette’nin sığırdan izole ettiği M. bovis izolatı, 

  1908 yılında Jean-Marie Camille Fransa, Pasteur enstitüsünde, seri pasajlarını yapmaya 

başladı.  



• Geliştirilen ilk aşı «oral formda» hazırlanmıştı ve Pariste risk altında yeni doğan bebeklere 

uygulandı. 

• İlk olarak 100.00 bebek aşılandı. 

1921 Oral Formda BCG 



• Lubeck Felaketi;  

    72 bebek, canlı suş ile kontamine oral BCG aşısından hayatını kaybetti. 

1921 BCG 



• M. tuberculosis’e  karşı geliştirilen tek lisanslı aşı olan; 

 Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG) aşısı 1927 yılından itibaren 

 intradermal olarak uygulanmaktadır.  

1928 BCG 



• Tüberküloza karşı etkili bir aşı geliştirilebilmesi için; 

 konak ve patojen arasında gelişen moleküler etkileşimlerin açığa kavuşturulması 

 ve antijenik yapıların araştırılması gereklidir.  

Etkili Aşı Geliştirme Çabaları 

Basil Konak  



Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  

• Mikobakterilerin antijenik komponentlerinin  karakterizasyonu,  

mikobakterilere karşı gelişen immün cevabın anlaşılmasında anahtar rol oynar.  



Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  

• Buna bağlı olarak,  

aşıların yanında  tanı testlerinin  geliştirilmesi için de hedef antijenik moleküllerin tespit 

edilmesi ve birbirileriyle karşılaştırılması gereklidir.  



• Mikobakteriyel antijenlerin yapısı ve bunlara karşı gelişen immün yanıt  

ile ilişkili olarak ilk geniş çaplı araştırma 1978 yılında Daniel ve Janicki tarafından 

yapılmıştır.  

Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  



• Bu tarihten sonra klonlama teknolojilerinin geliştirilmesi ile  

mikobakteriyel antijenlerin kompetan hücrelerde ekspresyonları ve antijenlerin saf olarak 

eldesi başarılmıştır.  

Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  



• Bu alana katkıda bulunan ikinci önemli gelişme ise dizi analizi yöntemlerindeki 

ilerlemelerdir.  

Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  



• Peptid kütüphanelerinin ve protein mikroarrayleri içeren  

 yeni proteomik yaklaşımların geliştirilmesi, immün dominant antijenlerin ve potansiyel aşı 

 adaylarının araştırılmasını sağladı.  

Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  

 M. tuberculosis H37Rv suşunda yer alan 11 gen bölgesi 

(38 ORF içeren) M. bovis te yok 

 M. bovis te bulunan 5 gen bölgesi (38 ORF içeren), BCG 

suşunda yok 



Mikobakterilerin antijenik  
komponentlerinin karakterizasyonu  

Tuberculosis. 2009 Jul;89(4):248-51. 



• Doğal bağışıklığın parçaları memeli hücrelerinde bulunmayan fakat mikrobiyal 

patojenlerde karakteristik olan yapıları tanır. 

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 

• Pathogen Associated Molecular Patterns-(PAMP)  

• Mikolik asit 

• Lipomannan (LM)  

• fosfalidil-myo-innositol mannozid (PİM) 

• lipoarabinomannan (LAM) - Arabinogalaktan 

• Pathogen Recognition Receptors-(PRR)  

• Toll-benzeri reseptörler (TLRs) 

• nükleotid bağlayan oligomerizasyon boğumu (NOD) 

• benzeri reseptörler (NLRs)  

• C-tip lektinleri (mannoz reseptörleri ) 

• dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 

grabbing nonintegrin-(DC-SIGN) ve 

•  Dectin-1 reseptörleri 



• M. tuberculosis ilk olarak akciğerlerde yerleşik olan  

 alveolar makrofajlar ve dendritik hücrelerce temas eder.  

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 



Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 

Hangi PAMP ? Hangi PRP ? 

• M. tuberculosis ilk olarak akciğerlerde yerleşik olan  

 alveolar makrofajlar ve dendritik hücrelerce temas eder.  



• M.tuberculosis TLR'ler ile ilişkisi; 

 konak için yararlı olan proinflamatuar yanıtı başlatan hücre içi sinyal yolaklarını harekete 

geçirir.  

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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• TLR'lerdeki gen polimorfizmleri; 

mikobakteriyel lipopeptidlere karşı doğal immün yanıtı düzenler; bu da patojene karşı 

klinik duyarlılığın nedenlerinden bir tanesidir 

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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• M.tuberculosis in GC-zengin genomu TLR9 ile bağlanmaya uygundur. 

 Bu uyarım, 

  granülom oluşumunu düzene sokmakta  

 T lenfosit-1 (Th1)  ve T lenfosit-2 (Th2) sitokin düzeylerini düzenlemektedir.   

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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• Bakteri doğal immün yanıtı baskılayan veya düzenleyen  

sinyalleri harekete geçiren yöntemler geliştirmiştir.   

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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mikobakteriyel lipopetidler  
lipopolisakkaritler  

• sitokin sentezinin inhibisyonu 

• makrofajlarda MHC-sınıf II'nin ifade edilme düzeyini azalması 



• Doğal bağışıklık reseptörleri, 

 adjuvan görevi yapacak moleküller için iyi hedeflerdir. 

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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• TLR4 agonistleri;  

 sentetik monophosphoryl lipid A komibinasyonları adjuvan olarak kullanılmaktadır.  

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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ID93 



• Konak hücre içerisinde lösinden zengin tekrar eden proteinler olan 

   NOD proteinleri  PAMP' lara sitozolde bağlanır.  

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 
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• Mikobakteriyel lipopolisakkaritler;  

 makrofajların enfekte edilmesinde, bakterilerin hücre içine alınmasında, fagozom 

gelişiminin engellenmesinde ve anti-inflamatuar yanıtın arttırılmasında önemli rolleri 

olduğu düşünülmektedir.  

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 



• M.tuberculosis'in glikolipidyapılarını  

tanıyarak proinflamatuar sinyallerin oluşumunu başlatan diğer bir reseptör Dectin-1’dir. 

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 

TNF-a, IL-6, IL-1b, IL-12, IL23 ve IL-17A  

Trehalose 6,6'-dimikolat  

Macrophage-inducible C-type Lectine 



Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 

Analog; Trehalose-6,6- dibehenate (TDB) 

Th1 ve Th17 indükisyonunda artış 



• Tüberküloza karsı immün cevapta  

myeloid differantiation protein 88 (MyD88) kesinlikle gereklidir. 

Doğal Bağışıklık Mekanizmaları 



• M.tuberculosis'in alveolar makrofajlar içerisine girmesinin ardından,  

 makrofajlarca üretilen proinflamatuar sitokinler ve kemokinler enfeksiyon sinyali olarak 

 görev yapar.  

Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

makrofaj 

DC 
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Nötrofil 

IL-12, IL-1, TNF-  



Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

• Aslında olması gereken 



Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

• Basil fagozomal kompartmanların içerisinde; 

- fagozom lizozom inhibisyonunu 

- ATPase ve GTPase’ların birikmesini engelleyebilmekte  

- triptofanaspartam içeren kaplayıcı proteinin fagozomda azaltılmasını  

- tekrarlayıcı glisinden zengin protomin ailesinin üyelerini salgılamayı saglayarak rol 

oynar. 
makrofaj 

• Gerçekte olan 



• M. tuberculosis’in patogenezdeki başarısı,  

hücrede fagozomal olgunlaşmayı engelleyebilmesi ve fagozomlar içerisinde 

yaşayabilmesine bağlıdır.  

Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

makrofaj 



• Bu esnada profesyonel antijen sunucu hücre; 

 T lenfositleri (hem CD4 hem de CD8) aktive etmek için, içerisine aldığı basil ile bölgesel 

lenf düğümlerine doğru hareket eder.  

Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

makrofaj 



• Aktive T lenfositlerin, enfeksiyon bölgesine hareketi sonucu; 

  bu bölgede makrofajlar, T-lenfositleri, dendritik hücreler, fibroblastlar, endothelial 

hücreler ve stromal hücrelerin birikimi ile oluşan granülom oluşumu gözlenir. 

Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 

makrofaj 



Kazanılmış Bağışıklık Mekanizmaları 



Mycobacterium tuberculosis’in  
patogenezdeki başarısı ve antijenler 

• Mikobakterilerin RD1 lokusları, 

 virulansı arttıran özellesmis gizleme sistemini kodlamaktadır. 

• RD1’den yoksun bakterinin enfekte içinde üreyebilme yetenegine ragmen etkin bir 

granülom yapamadıgı saptanmıstır. 

Alignment of the M. tuberculosis and M. smegmatis RD1 regions.  

Jessica L. Flint et al. PNAS 2004;101:12598-12603 



• Bugüne kadar yeni aşı geliştirme stratejileri,  Mtb’e karşı konağın koruyucu bağışık 

yanıtının arttırılmasına odaklanmıştır.  

• Ancak yeni kanıtlar T-hücre temelli koruyucu aşının geliştirilmesinde, kazanılmış immün 

yanıtın başlatılabilmesi için dendritik hücrelerin de önemli bir role sahip olduğunu 

göstermiştir.  

Yeni aday antijenlerin araştırılması 

makrofaj 
otofaji 

DC 



Yeni aday antijenlerin araştırılması 

• IRGM geni (mmunity-related GTPase family) otofaji geni  

 olarak bilinir ve basil bu şekilde otofaji mekanizmasını bloke edebilir. 



Yeni aday antijenlerin araştırılması 

• Yapılan ilk çalışmalarda, 

 Mtb’e karşı bağışık yanıtın ölü mikobakteriye karşı değil canlı mikobakteriye karşı 

oluştuğu gösterilmiştir. Bunun nedeni; 

sadece canlı mikobakteriler tarafından salgılanabilen antijenlerdir.  



Culture filtrate protein (CFP)  

• M. tuberculosis’in birçok farklı antijeni, basil kültürde ürediğinde kültür ortamına 

salınmaktadır. Filtreden geçebilen bu antijenlere “culture filtrate protein” (CFP) adı 

verilmektedir.  



Culture filtrate protein (CFP)  

• Bu proteinler immün sistem tarafından ilk tanınan proteinlerdir  

ve lenfosit yanıtı bu proteinlere karşı gelişir.  

Bu proteinler; Mtb genomunun RD1 lokusunda kodlanmıştır.  

• RD1 lokusu; 

  BCG suşunda ve tüberküloz dışı mikobakterilerde bulunmamaktadır. Bu yüzden bu 

 proteinler hem aşı ve hem de tanı testlerinin geliştirilmesi için iyi bir adaydır.  



Culture filtrate protein (CFP)  

• Yapılan ilk çalışmalarda RD1 lokusunun,  

CFP-10 (10-kDa culture filtrate protein) ve Esat-6 (6-kDa early secretory antigenic target) 

olmak üzere iki salgılanabilir protein kodladığı gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85  

• Kültür filtrat proteinlerinin en önemlilerinden biri de  

antijen 85 kompleksi (Ag85) üyeleridir.  

• Hem Mtb hem de BCG suşunda bulunan bu salgısal proteinler; 

  Ag85A (32 kDa), Ag85B (30 kDa) ve Ag85C (32.5 kDa)  olmak üzere genomun üç farklı 

 bölgesinde kodlanmıştır.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85  

• Bunlardan Ag85A ve Ag85B başlıca salgısal Mtb proteinleridir ve hayvan modellerinde 

koruyucu immün yanıtta anahtar rol oynadıkları gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85  

• C57BL/6 farelerinde Ag85B epitopuna karşı T-lenfositlerinin yüksek düzeyde  

 IFN- ve IL-2 ürettiği gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85  

• Viral vektörler ya da protein adjuvanlar ile geliştirilen Ag85 içeren aşılar,  

 klinik çalışmalarda BCG aşısı yerine kullanılmaktadır.  

• Bu çalışmalardan biri, Ag85 eksprese eden, rekombinant modifiye aşı virüsü Ankara 

(modified vaccinia virus Ankara 85A, MVA85A)  ile gerçekleştirilmektedir.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85A 

• Faz IIb aşamasında olan çalışma sonucunda, geliştirilen MVA85A aşısının BCG ile 

aşılanmış sağlıklı çocuklarda etkili ve güvenli olduğu gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) Ag85B  

• Yapılan diğer bir ilginç çalışmada ise,  

Ag85B ve iki Mtb plazmidi DNA aşısı olarak kullanılmıştır. Bu DNA aşısı ile hücrede  

otofaji indüklenmiş sunulması sonucunda yüksek antikor cevabı ve bununla birlikte 

dalakta IFN- ve IL-2 üretimi tespit edilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) ESAT-6  

• Diğer bir önemli CFP proteini de yine RD1 lokusunda kodlanan,  

• düşük moleküler ağırlıklı (6 kD) ESAT-6 (early secreted antigenic target-6) salgısal 

proteinidir.  



Culture filtrate protein (CFP) ESAT-6  

• Yapılan deneysel çalışmalarda; 

  hem CD4+ hem de CD8+ T lenfositlerini indükleyebildiği ve BCG ile yapılan 

 immünizasyon kadar etkin bağışıklık sağladığı gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) ESAT-6 Ag85B 

• Faz I klinik çalışmaları devam eden  

Hibrit I aşısı hem Ag85B hem de ESAT-6 içermektedir.  

Hayvan modelleri ile yapılan çalışmalarda iki farklı güçlü antijenik komponent taşıyan bu 

aşının Mtb’e karşı güçlü koruyucu etkisinin olduğu gösterilmiştir. 

•  Çalışmalarda tüberküloza karşı geliştirilen Ag85b ve ESAT-6 içeren subünit aşılarının, 

bellek CD4+ T lenfositlerinin proliferasyonunu sağladığı gösterilmiştir.  



Culture filtrate protein (CFP) TB10.4   

• Kültür filtrat proteinlerin araştırılmasında keşfedilen diğer bir antijen  

 TB10.4 (Rv0288) proteinidir.  

• Tüberküloz hastalarında ve BCG ile aşılanmış kişilerde bu proteine karşı 

 ESAT-6’da olduğu gibi güçlü tanıma gerçekleşmektedir. 



rekombinant urease-deficient BCG (BCG-dHCM)  

• heat shock protein (HSP)70,  

• MTB-derived CysO ve  

• major membrane protein (MMP)-II üreten rekombinant BCG suşu  

 IFN-γ yanıtı, dendritik hücrelerde aktivasyonu,  

antijen spesifik olarak CD4+ ve CD8+ T hücrelerinde farklılaşma 



rekombinant urease-deficient BCG (BCG-dHCM)  

• Araştırmacılar çalışmalarının sonucunda; 

 HSP70, CysO, MMp-II antijenlerinin  

poliklonal T hücre aktivasyonunu sağladığını belirtmişlerdir. 



InsB proteini 

• Park ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, aşı adayı antijenleri araştırmak amacıyla  

Mtb K suşu, H37Rv suşu ve non-Beijing izolatlarının genomik yapılarını 

karşılaştırmışlardır.  



InsB proteini 

• Oluşturulan hayvan modelinde, klonlanarak Escherichia coli’ye aktarılan ve eksprese 

edilen InsB proteinin, güçlü bir IFN- ve IL-17 cevabı oluşturduğu ancak buna karşın 

 IL-2 yanıtının zayıf olduğu gösterilmiştir.  



heparin-binding hemagglutinin (HBHA)  

• Schepers ve arkadaşları yaptıkları çalışmada,  

 bir aşı adayı olarak mikobakteriyel heparin-binding hemagglutinin (HBHA) antijenini   

erken hücresel immün cevaptaki etkinliğini tüberkülozlu çocuklarda araştırmışlardır.  



heparin-binding hemagglutinin (HBHA)  

•  Bu çalışmada, hem saflaştırılan doğal  HBHA hem de rekombinant HBHA ile tüberkülozlu 

çocuklarda INF-  yanıtının geliştiği ve BCG aşısının etkinliğinin arttığı bildirilmektedir. 



MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri  

• Aşı adayı antijenlerin belirlenmesinde yeni bir yaklaşım da,  

  tüberkülozlu insan ve hayvanların çeşitli vücut sıvılarında Mtb’a ait antijenlerin 

aranmasıdır. 

• Yüksek performans sıvı kromatografisi (HPLC) ve kütle spektrometrik cihazlarla yapılan 

araştırmalarda, akciğer tüberkülozlu hastaların akciğer dokularında ve idrar örneklerinde 

MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri tespit edilmiştir.  

 



MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri  

• Bu potansiyel aşı adayı antijenlerin,  

CD4+ ve CD8+ T hücreleri üzerine etkisinin araştırıldığı birçok çalışma halen devam 

etmektedir.  



MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri  

• Cayabyab ve arkadaşlarının MT1721 antijenini eksprese eden DNA aşısıyla yaptıkları 

çalışmada, bu antijenin hem CD4+ Th1 hem de CD8+ T hücrelerinde etkili bir immün 

yanıt oluşturduğu gösterilmiştir. 



MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri  
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MT1721, MT1694, MT2462 ve MT3444 antijenleri  



MTB Genomu ve Biyoinformatik 

• Gomez ve arkadaşları; 

 aşı için hedef antijenlerin araştırmak için Mtb genomunu farklı bilgisayar programları ile 

analiz etmişlerdir.  



MTB Genomu ve Biyoinformatik 

• Bu çalışmada,  

• Mtb genomunda 3924 adet protein kodlayan gen bölgesi tespit edilmiştir.  

• Bunlardan 52’sinin salgısal protein olduğunu ve NH2-terminal sinyal peptidi taşıdığını 

belirlemişlerdir. 



• Yaklaşık 100 yıldır kullanılan ve milyarlarca kişiye uygulanan  

 BCG aşısının koruyuculuğu ve etkinliği halen tartışmalıdır.  

• Bu tartışmalar altında, 

 tüberküloza karşı etkili olabilecek yeni aşı araştırmaları yeni antijen için araştırmalar hem 

in-silico olarak hem de deneysel hayvan modellerinde devam etmektedir.  

Sonuç 


