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Amag: Caliymamizda lokal immiin cevabr yansittigr diigiintilen sitokin seviyelerini (IL-12, TFN-y ve
sIL-2) bronkoalveolar lavaj sivisinda 6lgerek balgamda yayma negatif saptanan hastalar ile balgam
yaymasi pozitif olan hastalar kargilagtirmay: amagladik.

Gereg ve Yontemler: Caligma retrospektif olarak dizayn edildi. Calismaya Ekim 1998-Subat 1999
arasinda Yedikule G6giis Hastaliklar ve Goglis Cerrahisi Egitim ve Aragtirma Hastanesi’nde tetkik ve
tedavi edilen 24 tiiberkiiloz hastasi alindi. Kontrol grubu olarak diger nedenlerle bronkoskopi yapilmig
olan akciger malignitesi veya tiberkiilozu olmayan 15 hasta alind.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplan IL-12, IFN-y ve sIL-2 diizeyleri acisindan kargilagtimldiginda
IL-12 ve IFN-y diizeylerinin anlamh sekilde farkli oldugu tespit edildi (sirasiyla p: 0,02 ve p<0,001).

Sonug: Tiiberkiiloz hastalarmin bronkoalveolar lavaj sivilarinda IFN-y diizeyinde belirgin artig tespit
edilmesi 6nemli bir bulgudur. Bu IFN-y artigina IL-12 diizeyi artiginm da eglik etmesi bu iki sitokinin
lokal inflamasyon belirteci olarak da kullamilabilecegini dugundiirmiistii. Bu sitokinlerin tanisal
anlamda da kullanilabilirligini aragtiran daha kapsambh ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sézciikler: Bronkoalveolar lavaj, interferon, interl('jkinler, Tuberkiloz

ABSTRACT

Objective: We aimed to compare cytokine levels (IL-12, IFN-y and IL-2), thought to reflect local
immunologic response, in sputum smear positive and negative patients by measuring them in
bronchoalveolar lavage fluid in this study.

Material and Methods: The study had a retrospective design. A total of 24 tuberculosis patients
who were examined and treated at Yedikule Chest Diseases and Chest Surgery Training and Research
Hospital between October 1998 and February 1999 were included. Patients without pulmonary
malignancy and tuberculosis who had undergone bronchoscopy for other reasons were included as
the control group.

Results: When the IL-12, IFN-y and sIL-2 levels were compared in the patient and control groups, the
IL-12 and IFN-y levels were found to show a significant difference (p: 0.02 and p <0.001, respectively).
Conclusion: The significant increase in IFN-y levels in the bronchoalveolar lavage fluid of
tuberculosis patients is an important finding. The increase in IL-12 levels accompanying those of
IFN-y suggests that these two cytokines may also be used as markers for inflammation. There is a need
for more extensive studies to investigate the diagnostic utility of these cytokines.

Key Words: Bronchoalveolar lavage, Interferon, Interleukins, Tuberculosis

w112

Akd Tip D / Akd Med J 7 2019; 1: 112-115


https://orcid.org/0000-0002-7163-4882
https://orcid.org/0000-0001-7396-7616

Akciger Tiiberkiilozlu Hastalarmn Bronkoalveolar Lavajinda IL-12, IFN-y ve siL-2 Diizeyleri

GIRIS ve AMAC
Tuberkiloz (TB)

hastaliklarindan  birisidir.

insanlik tarthinin bilinen en eski
Geligen tam  yontemlerine
ragmen akciger TB’1 olgularinda TB basilinin mikroskopta
goriilmesi 6nemini hala korumaktadir. Ozellikle balgamda
basilin gorillemedigi bazi durumlarda kiltir sonuglarimin
¢ikmasina kadar konulamayabilmektedir.
Balgamda basil negatif hasta grubunda erken tani i¢in

arayiglar devam etmektedir.

kesin  tam

IL-12 disilfit bag ile baglanmg iki subiinitten olusan
heterodimerik bir sitokindir (1,2). IL-12 TB basilinin
lenfositler tarafindan taninmasma katkida bulunabilir (3).
Ayni zamanda IL-12’nin TB basiline karg1 olugan T hiicre
biiytimesi sirasinda da biiytime faktéri olarak rol oynadigi
da gosterilmistir (4).

IFN-y sistemik ve lokal inflamasyon olusumunda ¢ok énemli
role sahip olan bir sitokindir ve tuberkiilostatik makrofaj
kapasitesini aktive edici 6zellige sahiptir. Céziinebilir 11-2
ckstraseliiler alanda bulunan 11-2 formudur ve inflamasyon
alaninda artmis konsatrasyonlarda bulunabilir (5).

Klinik ve radyolojik olarak TB diigtintilen fakat balgaminda
basil kilttr
beklemeden hizh tani koyabilmek amaciyla bronkoskopik

negatif saptanan olgularda sonucunu
materyaller de kullamlabilmektedir. Yapilan iki buyik
calismada balgamda yayma negatif, kiltiir pozitif bulunan
hasta grubunda bronkoskopik yikanti suyunda %38-44

oraninda pozitiflik saptanmstir (6,7).

Biz bu caliymamizda lokal immiin cevabi vyansittigl
diigiiniilen sitokin seviyelerini (IL-12, IFN-y ve sIL-2)
bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda Olgerek balgamda
yayma negatif saptanan hastalar ile balgam yaymasi pozitif
olan hastalar1 kargilagtirmay: amacladik.

GEREC ve YONTEMLER
Hastalar

Calisma retrospektif olarak dizayn edildi. Caliymaya Ekim
1998-Subat 1999 arasinda Yedikule Gogiis Hastaliklar:
ve Gogls Cerrahisi Egitim ve Aragtirma Hastanesi’'nde
tetkik ve tedavi edilen 24 TB hastas1 alindi. Kontrol grubu
olarak diger nedenlerle bronkoskopi yapilmis olan akciger
malignitesi veya TB’si olmayan 15 hasta alindi.

Hastalar; klinik ve radyolojik olarak aktif TB diigiiniilen
ve balgamda basil pozitif' saptanan hastalar Grup 1, klinik
ve radyolojik olarak aktif TB digtniilen ancak en az 3
balgamda basil negatif saptanmip BAL'da yaymasi veya
kiltird pozitif bulunan hastalar Grup 2 ve kontrol grubu
hastalart ise Grup 3 olarak ayrild.

Grup 1 hastalar servise yatirihr yatirilmaz fiberoptik
bronkoskopi ile BAL yapildi ve hi¢ vakit kaybedilmeden
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Izoniyazid+Rifampisin+Morphazinamid+Etambutol  ile
antittberkiiloz tedavi baslandi. Grup 2 hastalara en geg
5 giin igerisinde fiberoptik bronkoskopi ile BAL yapildi
ve ornekler laboratuvara gonderildi. Grup 3 hastalariin
9u (%60) nedeni bilinmeyen hemoptizi, 4G (%26,7)
ploropnémoni ve 2’si (%13,3) bronsiektazi hastastydi.

Bronkoskopik i§lem

Tum olgulara lokal %2’lik lidokain anestezisi uygulanarak
fleksible bronkoskopi ile (Olympus) BAL yapildi. radyolojik
olarak lezyon tespit edilen veya bronkoskopik olarak stipheli
segmentlere 80-100 mlsteril %0,9 NaClverildi ve sonrasinda
stvinin kendi basinc ile ¢ok yavag olarak geri alindi.
Radyolojist stipheli olan hemoptizili olgularda bronkoskopi
ancak hemoptizi kesildikten 48 saat sonra yapildi ve bu
olgularin hi¢ birinde kanama odag: tespit edilmedi. Alinan
tim BAL sivilart mukus tabakadan arindirlmak amaciyla
iki tabaka steril gazl bezden gecirildi. Siiztilen materyalin
bir kismi (5 cc) yayma-kiiltiir i¢in bakteriyolojiye geri kalan
kismui ise maksimum 45 dakikalik bir siirede buz icerisinde
laboratuvara ulastinnldi. Laboratuvarda materyaller 10
dakika 1000 devirde santriftij edildi. Siipernatan ayrild: ve
deneyin yapilacagi zamana kadar -80 C”de donduruldu.

Laboratuvar Testler

IL-12: Standartlar ve numuneler kuyucuklara konuldu,
tizerlerine FITC-konjugat reaktifi eklendi. Oda sicakhiginda
2 saat bekletildikten sonra yikama soltisyonu ile plak yikan-
di. Kuyucuklara HRP-konjugat reaktifi konuldu. Enzima-
tik renklenme reaksiyonu i¢in 30 dakika oda sicakhiginda
bekletildi ve stop soltisyonu ile reaksiyon durduruldu. Plak
ELISA okuyucusunda 450-550 nm absorbansinda okutul-
du. Endojen, Inc. EH2-IL12T(p40&p70) kiti kullanild.

IFN-y ve sIL-2 diizeyi immunoenzimometrik yontem ile ve
Human Interferon gamma ELISA EH-IFNG kiti kullanila-
rak ELISA aracihigr ile degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Windows icin
SPSS V6.1 paket programi kullamildi. Sayisal verilerin
normal dagihma uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri ile kontrol edildi. Gruplar kargilagti-
rilirken One way ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kulla-
nildi. Gruplarmn ikili kargilagturlmas: icin Student’s t testi
veya Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan deger-
ler istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Grup 1-2 ve 3’tin medyan yaglar sirasiyla 33, 28 ve 25 yil
olarak hesapland (aralik 14-65). Gruplarin medyan yaslar:
benzer bulundu (p>0,05). Grup 1 ve Grup 2’de 1’er (%8,3),
Grup 3’te ise 2 hasta (%13,3) kadindi. Gruplar cinsiyet
dagilimi acisindan da birbirine benzer bulundu (p>0,09).
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Gruplar IL-12, IFN-y ve sIL-2 diizeyleri agismdan
kargilastinldiginda IL-12 ve IFN-y diizeylerinin istatistiksel
acidan anlamli sekilde farkh oldugu tespit edildi (sirasiyla p:
0,02 ve p<0,001). Gruplarin SIL-2 diizeyleri arasinda fark
bulunamadi (p>0,05). Tablo I gruplarn IL-12, IFN-y ve
sIL-2 seviyelerini géstermektedir.

IL-12 ve IFN-y i¢in yapilan post-hoc analizlerde istatistiksel
farkm 1L-12 ve TFN-y icin Grup P’den kaynaklandidg tespit
edildi. Tablo II Gruplarn ikili kargilagtirma sonuglarini
gostermektedir.

Grup 1 hastalarda IFN-y diizeyleri ile TL-12 seviyeleri
arasmda pozitif ve istatistiksel agidan anlamh bir korelasyon
tespit edildi (p<0,001 ve r=0,930).

TARTISMA

Tuberkiloz basiline kargi konagin geligtirdigi  hiicresel
immiin yamtta IFN-y’mn  énemli rol oynadigi gosterilmis
ve IFN -y'nin mikobakteriye kargt hiicresel cevabin 6nemli
bir belirteci olabilecegi 6ne sturtlmistir. 1FN-Y ve iFN-y
reseptori olmayan farelerin BCG ile infeksiyona agin
derecede duyarl olduklar: goérilmiig ancak bu duyarliigin
mekanizmasi net olarak ortaya konulamamigtir (8,9).
arkadaglarn  yaptiklar1  ¢alismada TB
olgularinda kontrol grubu ile kargilagtirldiginda alveolar
makrofajlarda artmig iFN-y mRNA ekspresyonu oldugunu

Robinson ve

gostermiglerdir ve IFN -y’nin lokal immiin cevabi yansittigim
dustinmiislerdir (10).

Condos ve ark. yaptiklar1 gahymada 30 TB olgusunda
lezyonun oldugu lokalizasyondan yapilan BAL sivisinda
1FN—Y diizeyinin arttiginu gostermiglerdir (11). Taha ve ark.
da aktif' ve inaktif TB olgularinda yaptiklar bir ¢caliygmada
IFN-y mRNA eksprese eden BAL hiicrelerinin aktif TB
hastalarmda daha yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir ve
bu bulgunun hastalik aktivitesi ile iliskilendirilebilecegi
sonucuna ulagmiglardir (12). Liu ve ark. da yakin zamanda
yaptiklar cahgmada yas, pulmoner kavite varligi ve IFN-

y diizeylerinin birlikte ele alindiginda balgam negatif
ve balgam c¢ikaramayan TB olgularinda mikobakteri
pozitifligini  tahmin etmek i¢in  kullamlabilecegini
gostermislerdir (13). Ote yandan Kiipeli ve arkadaglar
balgam negatif hastalarda BAL sivisinda tanisal olabilecek
parametreleri arastirdiklart calismada 11-2 ve IFN- vy
dizeylerinin TB tanst i¢in kullanilamayacagi sonucuna
ulaglmigar (14). Literatiirde BAL sivisinda IL-2 ve IFN-
y diizeyleri ile TB tamsi konulabilmesi ile ilgili veriler
geligkilidir.

Bizim caliyjmamizda da balgamda ARB tespit edilen gru-
bun kontrol grubu ve balgam negatif hasta grubuna gore
IFN-y diizeyleri istatistiksel olarak anlamh sekilde yiiksek
bulunmugtur. Bu bulgular IFN -y’nin TB’nin immiinopato-
genezinde ve enfeksiyon siirecinin belirlenmesinde énemli

bir belirteg olabilecegini desteklemektedir.

Son yillarda TB immiinopatogenezine yonelik yapilan
galismalarda TB’de Thl yontindeki immiunolojik cevabin
1FN-Y ve 1L-12 aracih oldugu 6ne sirdlmistir (10-12).
TB’e kargt gelisen hiicresel immiinitede IL-12’nin kritik
rolii oldugu diigiiniilmektedir. TB’de BAL svisinda IL-
12 ile ilgili az sayida caliyma mevcuttur ve aktif TB
olgularmda yiiksek IL-12 seviyeleri bulunmustur (12,15).
Nolan ve ark.nin 2013 yihnda yaptiklar calismada IL-12
diizeyil balgamda basil saptanan TB hastalarinda balgam
negatif hastalara gore belirgin yiiksek bulunmustur (16).
Calismamizin sonuglar1 da bu anlamda benzer bilgiler
ortaya koymaktadir. Bizim caliymamizda da balgamda
ARB tespit edilen hastalarda kontrol grubu ve balgam
negatif hastalara gore BAL sivisinda daha yiiksek I1-12
seviyeleri saptanmustir. Ayni zamanda ¢aliymamizda aktif
TB’li hastalarin BAL sivisinda iFN-y ile TL-12’nin pozitif
korelasyon gostermesi bu iki sitokinin TB’e karst geligen
immin yanmtta yakin etkilesim halinde oldugunun bir
goOstergesidir.

Tablo I: Hastalarn IL-12, IFN-y ve sIL-2 seviyeleri.

Grupl Grup 2 Grup 3 P
IL-12 38,73%15,2 10,15%+13,3 10,81£7,9 0,02
IFN-y 142,09+159 17,74+11,4 9,75+5,8 <0,001
siL-2 27,51%£15,2 29,56+12,2 35,06+14,8 >0,05

Tablo II: Gruplarin ikili kargilagtirma sonuglar:.

IL-12 IFN-y sIL-2
Grup 1-Grup 2 p=0,02 p=0,0009 p>0,05
Grup 1-Grup 3 p=0,03 p=0,0001 p>0,05
Grup2-Grup 3 p>0,05 p=0,06 p>0,05
w114 Akd Tip D / Akd Med J / 2019; 1: 112-115
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TB’de BAL sivisinda 1L-2 diizeyleri ile ilgili literatiirde ce-
ligkili sonuglar meveuttur. Bazi yazarlar 1L-2 diizeylerini TB
hastalarmin BAL sivisinda artmig bulurken, bazilar: kontrol
grubuna gore bir artiy saptamamuglardir (12,17-19). Bizim
cahsmamizda da sIL-2 diizeyleri TB hastalar ve kontrol
grubu arasmda benzer bulunmugtur.

KAYNAKLAR

1. Wolf SF, Temple Pa, Kobayashi M, Young D, Dicig
M, Lowe L, Dzialo R, Fitz L, Ferenz C, Hewick RM.
Cloning of cDNA for natural killer cell stimulatory factor, a
heterodimeric cytokine with multiple biologic effects on T
and natural killer cells. ] Immunol 1991; 146(9):3074-81.

2. Gubler U, Chua AO, Schoenhaut DS, Dwyer CM,
McComas W, Motyka R, Nabavi N, Wolitzky AG,
Quinn PM, Familletti PC. Coexpression of two distinct
genes is required to generate secreted bioactive cytotoxic
lymphocyte maturation factor. Proc Natl Acad Sci USA.
1991; 88(10):4143-7.

3. Boom WH, Toossi Z, Wolf SF. The modulation by IL-
2, NKSF (IL-12/CLMF) and TGF-Bof CD4+ T cell
mediated cytotoxity for macrophages (abstract). In Proc
Twenty-Seventh Joint Conf Tuberc Lepr 1992;163-7.

4. Zhang M, Gately MK, Wang E, Gong J, Wolf SF, Lu S,
Modlin RL, Barnes PF. Interleukin 12 at the site of disease
in tuberculosis. ] Clin Invest 1994; 93(4):1733-9.

5. Nikaido T, Shimizu N, Ishida N, Sabe H, Teshigawara
K, Maeda M, Uchiyama T, Yodoi J, Honjo T. Molecular
cloning of cDNA encoding human IL-2 receptor. Nature
1984; 311:631-5.

6. Panek SJ, Boer JS. Diagnosis of pulmonary tuberculosis
by flexible fiberoptic bienchoscopy. Am Rev Respir Dis
1979; 119:677-9.

7. Chan HS, Sun AJ, Hoheisel GB. Bronchoscopic aspiration
and Bronchoalveolar lavage in diagnosis of sputum smear-
negative pulmonary tuberculosis. Lung 1990; 168:215-20.

8. Dalton DK, Pitts-Meek S, Keshav S, Figari IS, Bradley
A, Stewart TA. Multiple defect of immune cell function
in mice with disrupted y-interferon genes. Science 1993;
259:1739-42.

9. Huang S, Hendriks W, Althage A, Hemmi S, Bluethmann
H, Kamijo R, Vilcek J, Zinkernagel RM, Aguet M.
Immune response in mice that lack the interferon-y
receptor. Science 1993; 259:1742-5.

10. Robinson DS, Ying S, Taylor IK, Wangoo A, Mitchell
DM, Kay AB, Hamid Q), Shaw R]J. Evidence for a Thl-
like bronchoalveolar T-cell subset and predominance
of interferon-gamma gene activation in pulmonary
tuberculosis. Am J Respir Crit Care Med 1994; 149:989-
93.

Akd Tip D / Akd Med J 7 2019; 1: 112-115

Sonu¢ olarak galismamizin bazi kisithliklar olsa da TB
hastalarinin  BAL sivilarinda 1FN-y diizeyinde belirgin
artig tespit edilmesi énemli bir bulgudur. Bu IFN-y artigma
IL-12 diizeyi arugmn da eglik etmesi bu iki sitokinin
lokal inflamasyon belirteci olarak da kullamilabilecegini
distindirmiigtir.  Bu  sitokinlerin tamisal anlamda da
kullanilabilirligini arastiran daha kapsamli caligmalara
thtiyag vardir.

11. Condos R, Rom WN, Liu YM, Schluger NW. Local
immune responses correlate with presentation and
outcome in tuberculosis. Am J Respir Crit Care Med
1998; 157:729-35.

12. Taha RA, Kotsimbos TC, Song YL, Menzies D, Hamid
Q. IFN-gamma and IL-12 are increased in active
compared with inactive tuberculosis. Am J Respir Crit
Care Med 1997; 155:1135-9.

13. Liu X, Hou X-F, Gao L,Deng GF, Zhang MX, Deng QY,
Ye TS, Yang QT, Zhou BP, Wen ZH, Liu HY, Kornfeld
H, Chen XC. Indicators for prediction of Mycobacterium
tuberculosis positivity detected with bronchoalveolar
lavage fluid. Infectious Diseases of Poverty 2018; 7:22.

14. Kipeli E, Karnak D, Beder S, Kayacan O, Tutkak H.
Diagnostic accuracy of cytokine levels (TNF-alpha,
IL-2 and IFN-gamma) in bronchoalveolar lavage fluid
of smear-negative pulmonary tuberculosis patients.
Respiration 2008; 75(1):73-8. Epub 2007 Nov 1.

15. Taha RA, Minshall EM, Olivenstein R, Thaku D, Wallaert
B, Tsicopoulos A, Tonnel AB, Damia R, Menzies D,
Hamid QA. Increased expression of IL-12 receptor
mRNA in active pulmonary tuberculosis and sarcoidosis.
Am J Respir Crit Care Med 1999; 160:1119-23.

16. Nolan A, Fajardo E, Huie ML, Condos R, Pooran A,
Dawson R, Dheda K, Bateman E, Rom WN, Weiden
MD. Increased Production of IL-4 and IL-12p40
from bronchoalveolar lavage cells are biomarkers of
Mpycobacterium tuberculosis in the Sputum. PLoS ONE 2013;
8(3):59461.

17. Somoskovi A, Zissel G, Zipfel PF, Ziegenhagen MW,
Klaucke J, Haas H, Schlaak M, Miiller-Quernheim J.
Different cytokine patterns correlate with the extension

of disease in pulmonary tuberculosis. Eur Cytokine Netw
1999; 10:135-42.
18. Pushpakom R, Ong-Ajyooth S, Bovornkiti S. The
activity  with
T-lymphocytes and subsets in pulmonary tuberculosis and
bronchogenic carcinoma. ] Med Assoc Thai 1990; 73:1-11.

19. Tchou-Wong KM, Tanabe O, Chi C, Yie TA, Rom WN.
Activation of NK-kappaB in Mycobacterium tuberculosis-

association of adenosine deaminase

induced interleukin-2receptor expression in mononuclear
phagocytes. Am J Respir Crit Care Med 1999; 159:1323-9.

115 =


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC51614/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC294229/

