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Ozet

Her ne kadar izoniazid (INH) ‘in Mycobacterium tuberculosis iizerindeki etki mekanizmasi tam anlasilamamis olsa da
oncti ilag olan INH sitoplazmaya pasif diflizyon ile girmektedir. KatG geni tarafindan kodlanan katalaz/peroksidaz
enzimi ile aktiflenmektedir. INH ‘in aktiflenmesi ile serbest metabolik radikaller olusmakta, bunlar da mikolik asit
sentezi gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyonu bozmaktadirlar. KatG mutasyonlar1 INH direncinin ana sebebidir. INH 'a
direngli Kklinik izolatlarin % 50 'den fazlasinda katG 315. pozisyonda serin yerine treonin 'in degistigi bir mutasyon
vardir. inhA, ndh ve pompa genleri gibi genler de INH direncine katkida bulunabilirler. Bu derleme yazisi
Mycobacterium tuberculosis 'de INH etki mekanizmasini ve ilag¢ direncinin molekiiler temellerini 6zetlemektedir.
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INH Resistance Mechanisms

Abstract

Although the precise mechanism of isoniazid (INH) action on Mycobacterium tuberculosis remains poorly understood,
the pro-drug INH enters the cytoplasm through simple passive diffusion. It activated by the enzyme
catalase/peroxidase encoded by KatG gene. Activation of INH results in the formation of various potent free radical
species that are capable of disabling many cellular processes such as mycolic acid synthesis. Mutations in katG are the
major mechanism of INH resistance. More than 50% of isoniazid-resistant clinical isolates contain a mutation in KatG
wherein the serine at position 315 is substituted with threonine. Several other genes such as inhA, ndh, and efflux
pump genes may contribute to INH resistance. This review article discusses the mechanisms of action of INH and the
molecular basis of drug resistance in M. tuberculosis.
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GIRIS
Izoniazid (INH) hem aktif tiiberkiilozun
tedavisinde hem de latent enfeksiyonun
tedavisinde kullanilan bir ajandir. Hem MDR
(Multidrug resistance, basilin INH ve rifampine
direncli olmasi) hem de XDR (Extensively drug
resistance, MDR o6zellik tasiyan basilin bir
fluorokinolon ve enjektabl 3 ila¢ olan amikasin,
kapreomisin veya kanamisinden birine daha
direngli olmasi1) tanimlarinda INH direnci kriter
alinan bir parametredir. Tekli diren¢ olarak
sadece INH direnci gosterenlerde prognozun
daha kotii oldugu da bildirilmektedirl. Bu

nedenlerle bu yazimizda INH direng
mekanizmalarini incelemek istedik.
izonikotinik asid hidrazid (INH) sentetik

bakterisidal bir ajan olup Mycobacterium
tuberculosis  complex iyeleri disindaki
mikroorganizmlarin nerdeyse timiine karsi
etkisizdir2. ilk kez 1912 ‘de 2 ¢ek bilim adami
tarafindan sentezlenmis (3) olmakla beraber
1952 ‘den sonra tuberkiloz tedavisinde
kullanilmistirl. Dar spektrumu nedeniyle ideal
bir antitiiberkiiloz ila¢g olmustur. INH ilk 24 saat
bakteriyostatik daha sonraki maruziyetlerde
bakterisit etki gosterir?.

KatG

Diger bakterilerde kazanilmis antibiyotik
direnci mobil genetik elementlerin (plazmid,
transpozon, integron) transferi yoluyla
gerceklesse de mikobakterilerde kromozom
genlerinde mutasyon ile gerceklesmektedir*.
Bu mutasyonlar da klasik olarak suboptimal
tedavinin bir sonucudur. INH direncinin en sik
nedeni KatG mutasyonlaridir>. KatG geni 80
kilodalton agirhiginda HEM iceren 744
aminoasit iceren bir protein kodlarl. KatG
enzimi ¢ok fonksiyonlu bir katalaz/peroksidaz
enzimi olup peroksinitritaz ve NADH oksidaz
aktiviteleri de sergilemektedir. Peroksinitritaz
ozelligi sayesinde bakteri reaktif nitrojen
metabolitlerini  noétralize  edebilmektedir?.
Mikobakteride bulunan bu enzimin gorevi
konake¢1 fagositinde bulunan NADP oksidaz

tarafindan {iretilen peroksitleri notralize
etmektir®. Dolayisiyla insan makrofajlarinin
oksidatif saldirilarina karsi mikobakterinin en
onemli savunma silahidir.

INH éncti ilag olup katG tarafindan aktive
edilmektedir

Duyarli M.tuberculosis suslarinda INH i¢in MIC
degeri 0.02-0.05 mikrogram/ml 'den diistiktiir?.
KatG geninin delesyona tabi tutulmasi
M.tuberculosis ‘de INH ‘in MIC degerini 50
mikrogram/ml diizeyinin listiine
cikarmaktadir. Bu da INH etkinligi icin KatG
geninin Urettigi katalaz-peroksidaz enziminin
Oonemini ortaya koymaktadir2. 1954 yilinda
Middlebrook ve arkadaslar1 INH 'a direng
kazanan suslarda  katalaz  aktivitesinin
distigini bildirmistirs.

KatG ‘nin kodladigi enzim INH ‘dan reaktif
metabolitler tiretmektedir

INH piridin halkasi ve hidrazid grubu iceren bir
molekil olup (Resim 1) hiicreye pasif
difiizyonla girince Mycobacterium iizerinde
bulunan KatG tarafindan aktif metabolitlerine
(stiperoksit, hidrojen peroksit, alkil
hidroperoksit, nitrik oksit gibi) dontsturulir.
Hidrazid nitrojenin oksidasyonu ile siiperoksit
anyonu olusmaktadir!. Nitrik oksit ve
siiperoksid anyonu tepkimeye girerlerse
peroksinitrit gibi bir reaktif nitrojen metaboliti
olusmaktadir. Oksijen, nitrojen veya karbon

molekiilii iceren reaktif =~ metabolitler
(izonikotinoil radikal gibi) hiicrede gerek
NAD(+) gerekse NADP(+) 'ye irreversibl
baglanirlar. INH-NADP kompleksinin

Mycobacterium tuberculosis 'de dihidrofolat
rediiktaz genine baglanarak niikleik asit
sentezini bozabilecegi de gosterilmistir®.
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Resim: INH molekiiler yapisi

INH direncinin en sik nedeni katG
mutasyonlaridir

KatG enzimi defektif oldugunda INH'1 aktif
metabolitlerine doniistiiremez. Bakteride katG
enzimi varsa oksidanlara karsi kendini
savunabilir ama INH ‘a karsi da savunmasiz
olmak zorunda kalmaktadir. Ancak gergek
hayatta “ya hep ya hi¢” kurali yoktur. KatG

aktivitesini tamamen ortadan kaldiran bir
mutasyon mikobakterinin virtilansini
yitirmesine neden olabileceginden® KatG

mutasyonlarinda enzim (katalaz/peroksidaz)
aktivitesi diisiik diizeye inmekte ama tamamen

ortadan kalkmamaktadir?0. KatG
mutasyonlarinda enzim aktivitesi %30-40
diizeyine diismekle beraber mikroorga-

nizmanin viriilans gostermesi icin yeterli bir
diizey saglamaktadir!l. Klinikte INH rezistansi
gosteren pek ¢ok susta KatG geni vardir?. KatG
mutasyon sikligt Rusya ‘da %91 11 iken
Turkiye’de %77 bulunmustur!?. Bu oran
Amerika Birlesik Devletlerinde %32, Kanada
‘da %45, Ispanya’da %61 ‘dirll. INH direngli
klinik izolatlarin %50-95 'inde KatG S315
mutasyonu gorilmektedirl®. Bu mutasyonda
315. kodondaki serin aminoasidinin yerini
Treonin aminoasidi almistir. Bu durumda
enzimin katalaz aktivitesi 6 kat azalmakla
beraber peroksidaz aktivitesi ancak yar
diizeyine inmektedir2. Banglades’'te INH
direncli suslarin %84 “inde KatG geni 315
kodon mutasyonu saptanmistirll., KatG S315

mutasyonunda yapilan ultrastruiktiirel
calismalar INH 'in gegmesi gereken HEM ulasim
kanali ¢apinin 6 °A 'dan 4.7 °A 'a dustiuginu
gostermistir. Bununla beraber INH 'in yine de
enzimin katalitik merkezine ulasabildigi ama
zemindeki mutasyon nedeniyle INH 'in
baglanacag1 bolgedeki fazlalik metil grubu
nedeniyle substrat spesifitesini yitirdigi ifade
edilmektedir19, Mycobacterium bovis suslarinin
cogunda dogal olarak KatG geni 463. kodondaki
arjinin yerine 16sin vardir. Bu nedenle M.bovis
‘in M.tuberculosis’e gore INH ‘a nispeten daha
az duyarhdir. Ancak bu mutasyon enzimin
katalaz-peroksidaz aktivitesini
degistirmemektedir?.

KatG ekspresyonunun kontrolii

Bakteriler hidrojen peroksit gibi oksidanlara
maruz kaldiklarinda oxyR geninin trettigi Oxyr
proteini, KatG ve ahpC gibi antioksidan
proteinleri lireten genleri aktiflemektedir.
Mikobakterilerde = oxyR  geni inaktifdir.
Dolayisiyla oksidanlara Kkarsi hassasiyetleri
vardir. AhpC geni alkil hidroperoksid rediiktaz
enziminin kii¢iik subiinitini sentezlemektedir?.
KatG  aktivitesinin azalmasinin  yarattigl
(peroksit gibi) oksidanlara karsi savunma
defekti baska bir enzim ile kompanze edilmeye
calisiir. Bu enzim ahpC geni tarafindan
kodlanan alkil hidroperoksidaz rediiktaz
enzimidir®. Mycobacterium tuberculosis'de
katG gen ekspresyonu konusunda fazla bilgi
olmasa da furA (Ferric uptake regulator) geni
katG ekspresyonunu baskilamaktadirl. Bunun
tersine furA 'nin baskilanmas1 da katG
ekspresyonunu arttirmaktadir.

INH ‘a bagl olarak mikolik asit sentezinin
bozulmasi

Mikolik asit ise mikobakteri hiicre duvarinda
yer alan 70-90 karbonlu ¢ok uzun zincirli bir
lipiddir. INH mikolik asit sentezini bozdugu icin
bakterinin aside olan direncini bozmaktadir?.
INH tedavisi ile Mcobacterium tuberculosis'in
asidorezistan boyanma 6zelligini yitirdigi 1953
yilinda gozlenmistir. Mikobakteride mikolik
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asid gibi yag asitlerinin sentezi acil grubunu
birbirlerine transfer ederek biyiiten 4 enzimli
bir dongide gerceklesmektedir. Bunlar
sirasiyla enoil-ACP rediiktaz — beta-ketoagil
ACP sentaz — beta-ketoacil ACP rediiktaz —
beta-hidroksi acil ACP dehidrataz adh
enzimlerdir.

Bu doéngliniin durmasi mikobakteri icinde uzun
zincirli  (24-26 karbonlu) doymus yag
asitlerinin sitoplazmada birikmesine neden
olmaktadiris.

INH ‘in agil piridin parcasinin NADH ‘ye C4
pozisyonunda kovalan bagla baglandig in vitro
olarak gosterilmistir2. Bu ikili kompleks ise
enoil ACP (acyl carrier protein, acil tasiyic
protein) rediiktaz (InhA genince kodlanir) 'a
sikica baglanarak t¢li kompleks olustururl. Bu
mekanizma ile INH kaynakl radikaller mikolik
asit sentezini bozarlar. KatG mutasyonlarindan
sonra INH direncinin en sik sebebi inhA asir
ekspresyonudur. INH direnci gésteren suslarin
%15-35 kadarinda inhA diizenleyici bolge
mutasyonlar1 saptanmaktadirll., InhA protein
ekspresyonunun artmast INH acgisindan
hedeflerin ¢ogalmasi1 anlamina geleceginden
yarismali bir mekanizma ile INH direnci
olusmaktadir2. InhA protein iiriiniiniin NAD ‘In
baglandigi  yerdeki aminoasid yapisinin
degismesi INH direnci kazandirabilmektedir?.
Bununla beraber KatG mutasyonlan yiisek
diizeyde INH direnci (MIC > 1 mikrogram/ml)
yaparken InhA mutasyonlar1 hafif derecede
direnc¢ olusturmaktadir. Ancak InhA mutasyonu
etiyonamide capraz dirence neden
olabilmektedir (5). Ciinkii etiyonamid kimyasal
olarak isoniazide benzer bir yapisi vardir’.

NAD(+) diizeyi diisiik olan mikobakterilerin
INH 'ya dirence yol acabilecegi gosterilmistir.
Dolayisiyla NADH/NAD(+) oranini etkileyen
NADH dehidrogenaz gen (ndh) mutasyonlar: da
directen sorumlu olabilir. NADH dehidrogenaz
enzimi NADH 'yi NAD(+) 'ya doniistirir. Bu
enzimde defekt olursa biriken NADH, INH-NAD
ikili kompleksinin enoil acil tasiyic1 protein

rediiktaza olarak

engeller4.

baglanmasin1  yarismal

KasA geni beta-ketoacil agil tasiyici protein
(ACP, acyl carrier protein) sentaz enzimini

kodlamaktadir’3. Mikobakteri kasA geninde
asir1  ekspresyonu tetiklemesine ragmen
Olmektedir. INH 'dan olusan  reaktif
metabolitler NAD gibi NADP(+) 'va da
baglanabilmektedir. INH metabolitinin
baglandigi NADP ise beta-ketoacil ACP

rediktazi inhibe etmektedir2®.

Topikal dezenfektan olarak kullanilan Triclosan
enoil rediiktaz enzimlerini inhibe etmektedirl4.
Mycobacterium smegmatis triclosan ‘a direncli
ise INH ‘a da gii¢lii bir diren¢ géstermektedir.
Oysa triclosan’a direncli M.tuberculosis INH ‘a
zaylf diren¢ gostermektedir. INH tedavisi

M.tuberculosis’de kasA ekspresyonunu
arttirmakta iken triclosan boyle bir etki
gostermemektedir. Dolayisiyla inhA

inhibisyonunun nasil INH direncine yol agtig1
tartismalidir. Ancak INH duyarh suslarda inhA
ve kasA mutasyonlari gézlenmemektedir.

M.smegmatis her 2 saatte hiicre duvarini
yenilemektedir. Oysa M.tuberculosis’de hiicre
duvart1 o6rmek 18-24 saat almaktadir.
M.smegmatis ve M.avium ‘da mikolik asit
sentezinin hayati dnemi yoktur. Oysa INH ‘a
maruz kalan M.tuberculosis’de mikolik asit
sentezinin  bozulmasi ile hiicre oOlimi
beraberlik gostermektedir. In vitro sartlarda
besi ortam sicakliginin 20 °C ‘ye disiiriilmesi
M.tuberculosis’den INH maruziyetinin yaptigi
etkilerin benzerlerini gostermektedirl4. Bu da
INH tedavisinin bakteriyi mikolik asit sentezini
inhibe ederek oldiirmekten ziyade hiicre igi
proteinleri inaktive ederek mikolik asit sentezi
gibi hayati fonksiyonlari bozdugunu
diistindiirmektedir.

INH dorman basillere etkili degildir

INH sadece c¢ogalan bakterilere etkilidir.
Dorman veya anaerobik metabolizma yapmak
zorunda kalan M.tuberculosis complex iiyeleri
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lizerinde etkisi yokturl. Dorman basiller latent
enfeksiyonda ve tiiberkiiloz niikslerinde
onemlidir. Latent enfeksiyonda tiiberkiiloz
basilleri makrofaj icinde fagozomun lizozom ile
fizyonunu engelleyerek hayatini intraselliiler
olarak idame ettirmektedirl5. DosR (dormancy
transcriptional regulator) geninin
M.tuberculosis'i dorman hale déniismesinde
gorevli oldugu disunulmektedirt. Dorman
basiller mikobakteriyel DNA baglayici protein 1
(MDP1) adi verilen histon benzeri protein KatG
transkripsiyonunu azaltmaktadir>.

In vitro sartlarda Mycobacterium tuberculosis
¢ yolla dorman haline getirilebilmektedir
Birinci yol parsiyel oksijen basincinin
distrilmesi ilel6, ikinci yol besin kisitlamasi ile
17 Jlglnci yol ise nitrik oksit maruziyeti
iledir’8,  Nitrik  oksit  bakterilerde ve
mitokondride aerobik  solunumu inhibe
etmektedir. Dorman bakteride DNA, RNA ve
protein diizeyleri minimum diizeye inmekte,
cogalma mekanizmasi durmakta ve
antimikrobiyal maddeler i¢in bir bakima hedef
azaltimina gidilmektedir. Dorman hale doniisen
mikobakteride INH ve rifampisin direnci
artmaktadir.

Mikobakterinin dorman forma dénmesinde bir
onemli faktér LD transpeptidaz (Ldt)
enzimleridir!®. Bu enzimler normal sartlarda
gorev yapan D,D transpeptidaz enzimleri gibi
peptidoglikan sentezinin son asamalarinda
gorevlidirler. Peptidoglikan yapisindaki 4-3
capraz baglarinin yerini 3-3 capraz baglari
almaktadir.

INH mn inaktivasyonu

Nat geni tarafindan tretilen Arilamin-N-agetil
transferaz enzimi INH molekiiliinii asetilasyon
mekanizmas1 ile inaktive etmektedir20.
Sitoplazmada bulunan arilamin-N-acetil
transferaz enzimi asetil koenzim A'dan aldig
asetil grubunu substrat olarak gordiigi bir
molekiile yapistirmaktadir®. Mycobacterium
bovis'de bu enzim hiicre duvari sentezinde de
gorevlidir. Insanda bulunan NAT2 enzimi de

INH "1 inaktive etmektedir. Ancak INH "1 yavas
asetile eden Kkisiler INH aracili toksisiteye
(norotoksisite veya hepatotoksisite) daha
egilimlidirler. Bunun tersine hizli asetile
edenlerde ise INH dozu yetersiz kalabilir.
Kafkas irkina gore Japon irkinda hizli asetile
edici birey siklig1 daha fazladir?.

INH i¢in diger diren¢ mekanizmalari

Gram-negatif bakteriler ile kiyaslandiginda
mikobakteri hiicre membran1 suda ¢6zilinen
bilesiklere karst1 daha az gecirgendir.
Mikobakteri hiicre duvarinda yer alan
pompalar INH disinda rifampisin, etambutol,
streptomisin gibi antibiyotikleri hiicre disina
atmaktadirt. INH direnci saptanmis bir klinik
mikobakteri izolatinda INH direncini
saglayacak bir gen mutasyonu yoksa pompa
genlerinin incelenmesi uygundur. Rezerpin
veya verapamil gibi ajanlarla pompalar inhibe
edilebilmektedir.

Az bir kisim olguda ini4, iniB, iniC genleri INH
direncinden sorumlu olabilir?l. Bu genler INH
tedavisi ile indiiklenen genlerdir. Rifampisin,
INH veya streptomisine maruz kalan
Mycobacterium tuberculosis'de trisiklik asit
dongiistindeki izositrat liyaz enzim
ekspresyonlar tetiklenir. Bu enzimi ekspresse
etmeyen suslarin antibiyotiklere 100 kat daha
hassas olduklar1 ama antioksidan konulunca
hassasiyetlerinin ortadan kalktig1
gorulmustiirz2.
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