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OZET

Bruselloz diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen zoonotik bir hastaliktir ve Brucella
bakterisi ile konak arasindaki etkilesimler hastaligin seyri agisindan oldukg¢a
onemlidir. Sitokinler anti-bakteriyel immiinitede rol oynayan énemli mediatorlerdir.
Glinlimiizde tanimlanmis yeni sitokin gruplart bir¢cok farkli hastalik modelinde
immiinomodiilatér 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir. Bu yeni sitokin gruplari
ile bruselloz hastaligi arasindaki baglantiya dair heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismanin amaci, yeni immiinomodiilator sitokin gruplarmin (I1L-35, IL-36, IL-37,
IL-38, IL-39) Brucella enfeksiyonlarinda degerlendirilmesi ve hastaligin
kroniklesmeye gidisindeki etkilerinin incelenmesidir.

Bu ¢alismada, yeni sitokin gruplarimin (I1L-35, IL-36, IL-37, IL-38, I1L-39) bruselloz
enfeksiyonundaki etkinligi, serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak
incelenmistir. Calisma icin, 40 saglikli kontrol, 40 akut ve 40 kronik bruselloz
hastasindan 20’ser ml kan Ornegi alimmistir. Hasta ve saglikli kontrollerin
serumlarindaki IL-35, IL-36, IL-37, IL-38 ve IL-39 sitokin seviyeleri Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile tespit edilmistir. Periferik kan
mononiikleer hiicre (PKMH)’lerinde ise bu sitokinleri belirleyen transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlari gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
caligilmistir.

Calismamizda her bir sitokin grubuna ait genlerin (Ebi3/IL-12A, IL-36G, 1L-37,
IL1F10, Ebi3/IL-23A) ekspresyon seviyelerinde anlamli bir farklilik saptanmazken,
hem pro-enflamatuvar (IL-36, IL-39) hem de anti-enflamatuvar (IL-35, I1L-37, IL-38)
ozellikteki sitokinlerin serum diizeylerinin, hasta gruplarinda saglikli kontrollere
oranla azaldigi goriilmiistiir. Bu durum Brucella bakterisinin bu sitokin gruplarinin
ekspresyonunu baskiladigin1 diisiindiirmektedir. IL-35 ve IL-37 sitokin seviyeleri
kronik grupta akut gruba gore anlamli olarak artmistir. Anti-enflamatuvar 6zellikteki
bu sitokinlerin kronik vakalarda artmis olmasi hastaligin kroniklesmeye gidisinde
onemli rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, immiinomodiilator sitokin, akut, kronik
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INGILIiZCE OZET

EVALUATION OF IMMUNOMODULATORY NEW CYTOKINES IN
BRUCELLOSIS INFECTIONS

Brucellosis is a common zoonotic disease worldwide and interactions between
Brucella and host are very important for the course of the disease. Cytokines are
important mediators involved in anti-bacterial immunity. Recently defined new
cytokine groups have been evaluated in terms of immunomodulatory properties in
many different disease models. There is no study on the relationship between these
new cytokine groups and brucellosis. The aim of the study was to evaluate the new
immunomodulatory cytokine groups (I1L-35, 1L-36, IL-37, IL-38, IL-39) in Brucella
infections and to investigate the effects of the disease on the course of chronicity.

In this study, the effectiveness of new immunomodulatory cytokine groups (I1L-35,
IL-36, I1L-37, IL-38, IL-39) in the process of Brucella infection was investigated by
using serological and molecular methods. For this study, 20 ml each blood samples
were taken from 40 healthy control, 40 acute and 40 chronic brucellosis patients. The
control and patient groups were included in the study by taking into consideration the
mean age and exclusion criteria in the consent form. IL-35, I1L-36, IL-37, IL-38 and
IL-39 cytokine levels in the sera of the patient and healthy controls were determined
by ELISA. Expressions of the transcription factors determining these cytokines in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were studied by RT-PCR.

In our study, no significant difference was found in the expression levels of the
genes of each cytokine group (Ebi3 / IL-12A, IL-36G, IL-37, IL1F10, Ebi3 / IL-23A).
Serum levels of both pro-inflammatory (IL-36, 1L-39) and anti-inflammatory (IL-35,
IL-37, IL-38) cytokines were found to decrease in patient groups compared to healthy
controls. This suggests that Brucella suppress the expression of these cytokine groups.
IL-35 and IL-37 cytokine levels were significantly increased in the chronic group
compared to the acute group. The increase in these anti-inflammatory cytokines in
chronic cases suggests that they may play an important role in the progression of the
disease to chronicity.

Key words: Brucellosis, immunomodullatory cytokine, acute, chronic



1.GIRIS

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu, diinya ¢apinda yaygin ve
tilkemizde oldukga sik goriilen bir zoonozdur. Brucella tiirleri 0.6-1.5 pm boyutunda
gram negatif, hareketsiz, aerob, sporsuz kokobasillerdir. Hastaligin en belirgin bulas
yollari; sindirim sistemi, enfekte dokularla direkt temas ve inhalasyondur. Ulkemizde
en ¢ok ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilmig tiriinlerin tiikketimi ile bulasir. Yas ve cinsiyete
bagli olmamakla birlikte, en sik 15-35 yas araliginda gézlenmektedir (Aktug Demir,
2009).

Bruselloz mortalitesinin diisiik olmasina ragmen belirtilerinin birgok hastalikla
karismasindan dolayr taninin gilic konabilmesi, tedavisinin uzun siirmesi ve
kroniklesme 06zelligi gosterebilmesi hastaligin 6nemini arttirmaktadir. Hastaligin
morbiditesinin yiiksek olmasi nedeniyle hastalia bagli, insanlarda olusan is giicii
kaybr ile tedavi giderlerinin yanisira hayvanlarda meydana gelen verim diisiikliigii

onemli ekonomik kayip nedenleridir (Hayat, 2000).

Konaktaki bircok organ Brucella bakterisi tarafindan etkilenebilir, bu yiizden
hastalik cesitli semptom ve bulgularla seyretmektedir. Inkiibasyon siiresi 1-5 hafta
arasindadir. Bu siireyi takiben ates, iisiime, titreme, halsizlik, bulanti, kusma, bas
agrisi, kas agrisi, eklem agrist gibi 6zgiil olmayan semptomlar meydana gelir.
Subklinik veya asemptomatik enfeksiyon, akut enfeksiyon, subakut enfeksiyon, kronik
enfeksiyon ve lokalize enfeksiyon olmak iizere bes klinik formu bulunmaktadir.
Cogaldig1 dokularda meydana gelen mikroapseler, graniilom odaklar1 hastaligin

kroniklesmesinde ve relapsinda 6nemli rol oynar (Aktug Demir, 2009).



Bruselloz tanisi, kan, kemik iligi, karaciger, lenf nodu, beyin omurilik sivis1 (BOS),
sinovyal sivi, prostatik sivi veya diger klinik orneklerden mikroorganizmanin
izolasyonuyla ve/veya klinik bulgular varliginda serolojik testlerin pozitifligi ile
konulur (Aktug Demir, 2009). Bruselloz tanisinda oldugu kadar, tedavisinde de belli
zorluklar yaganmaktadir. Tedaviye ragmen hastalik yaklasik % 10 oraninda tekrar
edebilir (Carbel, 2006). Tedavi edilmeyen Brucella enfeksiyonlar1 kroniklesebilir ve
hastanin sikayetleri yillarca siirebilir. Genellikle ilk yil icinde gelisen ve ilk
enfeksiyondan daha hafif gecen relaps; oral tedavilerde % 4-24, oral-parenteral

tedavilerde ise % 5-8 oranindadir (Franco ve ark., 2007).

Brucella tiirleri, bulundugu hiicrenin canliligina etki etmeden replike olabilir
(Aygen ve Doganay, 2003). Bulastan sonra basil 6nce bagirsak mukozasini geger,
lenfatiklerden sonra kana ilerler ve bakteriyemiye sebep olur. Kan yoluyla daha ¢ok
retikiiloendotelyal hiicrelerin yogun oldugu alanlar1 isgal eder. Makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Makrofajin yikict enzimlerinden hiicre i¢indeki ortami degistirerek
korunur. Bu degisikligi nasil sagladig1 ¢ok iyi aydinlatilamamistir; ancak bakterinin
ylizeyindeki endotoksik olmayan lipopolisakkaritlerin (LPS) enflamatuvar sitokin
tiretimini engellemesi, major histokompatibilite simf II (MHC-II) antijenlerinin
sunumunu farklilastirmas: ve enfekte hiicrelerin apoptozunu bloke etmesi gibi
ozellikleri yliziinden bakterinin yagamini devam ettirebildigi, lireyebildigi ve diger
dokular1 isgale yoneldigi tahmin edilmektedir (Mantur ve ark., 2007).
Mikroorganizmanin bu 6zelliklerinden dolayr hastaligin relapsa ve kroniklesmeye

meyilli oldugu 6ngoriillmiistiir.

Brusellozun gelisiminde immiin sistemin dnemli bir roli oldugu diistiniilmektedir.
T yardimc1 (Th) hiicreleri arasindaki denge bruselloza diren¢ veya duyarliligin
olugsmasinda; sitokinler ise brusellozun patogenezinde Onemli gorevlere sahiptir
(Galanakis ve ark., 2005). Farelerde yapilan ¢alismalarda, brusellozda Tip 1 (Thl)
hiicresel immiin yanitin endiiklendigi gozlenmistir. Viriilan tiirlerinin eliminasyonu
Thl tip immiin yanit aracili makrofaj aktivasyonu ile gerceklesir. Makrofajlarin
aktivasyonunda rol oynayan temel sitokinler tiimor nekroz faktor-a (TNF-o),

interferon-y (IFN-y), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-12 (IL-12)’dir (Young, 2010).



Bu durum brusellozun gelismesinde immiin sistemin roliiniin olabilecegini

distindiirmektedir.

Benzer 6zelliklere sahip hastalara ayni tedavi yontemleri uygulanmasina ragmen
hastalarin biiyiik bir kismi iyilesirken, bir kismi1 kroniklesmekte, nadiren de relapslar
gozlenmektedir. Bu klinik farkliliklarin nedeni bilinmemektedir. Sitokinler bu konuda
lizerinde arastirma yapilan Onemli mediatorlerdir. Giliniimiize kadar yapilan
caligmalarda sitokinlerle akut ve kronik brusellozdaki klinik seyir ve relaps arasindaki
baglanti heniiz netlesmemistir. Giincel olarak 40’ {izerinde sitokin tespit edilmistir

ancak son bulunanlar ile ilgili yeterli sayida ¢alisma mevcut degildir.

Uludag Universitesi Bilimsel Arastima Projesi Birimi (Proje no: DDP(T)-2017/13)
tarafindan desteklenen bu tez calismasinda, saglikli kontroller ile akut ve kronik
brusellozlu hastalardan alinan periferik kandan ELISA metodu kullanilarak
immiinomodiilator 6zellikteki sitokinlerin (IL-35, IL-36, IL-37, IL-38 ve I1L-39) serum
diizeylerinin arastirilmasi ve RT-PCR yontemi ile de PKMH’lerinde bu sitokinlere ait
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin incelenmesi amaglanmistir. Bdylece
brusellozun takibinde immiin degisiklikler acisindan yeni kriterler elde edilmesi ve

kroniklesmeye gidisteki etkilerini daha anlasilir hale getirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Bruselloz, hayvanlardan insanlara bulagan ve gelismekte olan {ilkelerde hala
endemik olarak goriilen bir zoonozdur. Ozellikle koyun, kegi, sigir, manda ve domuz
gibi evcil hayvanlari etkilemekte ve bu hayvanlardan insanlara direkt veya indirekt

yollardan ge¢gmektedir (Aygen ve Doganay, 2003).

2.2. Tarihce

Bruselloza benzer klinik durumlar; MO 450 yillarinda Hipokrat tarafindan
bildirilmistir ve ‘humma’ olarak tanimlanmistir. Ancak bruselloz ilk kez 1861°de
Marston tarafindan Malta adasindaki Ingiliz askerlerinde tespit edilmistir. Hastalik
etkeni 25 yil sonra Bruce tarafindan izole edilmis ve Micrococcus melitensis olarak
adlandirilmistir (Aygen ve Doganay, 2003). 1897°de Hughes hastaligi “Malta
hummas1” ve “dalgali humma” olarak adlandirmis; yine ayn1 y1l Danimarkali veteriner
Bang sigirlarda diisiik etkeni olarak Bacillus abortus’u géstermistir (Stimerkan, 2008).
Akdeniz Ates Komisyonu 1904-1907 yillar1 arasinda Malta’da bulunan kegilerin
rezervuar oldugunu ve hastalifin hayvandan insana bulasinda taze kegi siitlinlin rol
oynadiginmi agiklamistir (Siimerkan, 2008). 1914’te ise Traum tarafindan 6lii dogan
domuzdan Brucella suis izole edilmistir (Celillo ve Gotuzzo, 1992).

Ulkemizde bruselloz ilk kez 1915 yilinda Hiisamettin Kural ve Mahmut S. Akalin
tarafindan bildirilmistir ve “koyun hastalig1” ya da “mal hastaligi” gibi isimlerle

bilinmektedir (Stimerkan, 2008).

2.3. Siniflandirma



Brucella bakterileri Proteobacteriaceae’larin  Alphaproteobacteria  sinifinda
Rhizobiales takiminda Brusellaceae familyasinda bulunurlar (Godfroid ve ark., 2011;
Schurig ve ark., 2002). Giiniimiizde temel olarak konakgilarina ve antijenik
karakterlerine gore belirlenmis 10 Brucella tiirti bulunmaktadir: Brucella melitensis
(keci), Brucella abortus (sigir), Brucella suis (domuz), Brucella canis (kopek),
Brucells ovis (koyun), Brucella neotomae (¢ol faresi), Brucella cetacea (deniz
memelisi), Brucella pinnipedia (fok), Brucella microti (tarla faresi) ve Brucella
inopinata (konakgis1 bilinmiyor) (Tablo 1). Bunlarin igerisinde insanlar i¢in en

patojenik olanlar; B. melitensis, B. abortus ve B. suis tiirleridir (Corbell, 1997).

Tablo 1. Brucella tiirleri, biyotipleri ve konakgilar

Tiirleri Biyotipleri Konakgilar
B. melitensis 1-3 Koyun, keci
B. abortus 1-6,9 Sigir
B. suis 13 Domuz
2 Vahsi domuz
4 Tavsan
5 Ren geyigi
B. neotomae Kemirgenler
B. ovis Agac faresi
B. canis Kog
B. ceti Kopek
B. pinnipedialis Su memelileri
B. microti Col faresi, tilki
B. inopinata - Bilinmiyor

2.4. Yapisal Ozellikleri

Brucella tiirleri (Sekill, 2) gram negatif kokobasil yapisinda, hareketsiz ve aerobik
mikroorganizmalardir. Bakterinin kapsiil, spor veya flajellasit yoktur. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siklikla kullanilan besiyerlerinde iyi iiremezler. Ureme en iyi triptaz
agarda veya 37°C’de serum dekstroz agarda gerceklesir. Baz1 Brucella tiirleri (B.
abortus, B. suis) ozellikle primer izolasyon i¢in CO2’ye ihtiya¢ duyar (Aygen ve
Doganay, 2003).
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Sekil 1. B. abortus ile enfekte Vero hiicrelerinin elektron Sekil 2. B. melitensis pozitif uterus makrofajlari
mikroskobu goriintiist (Detilleux ve ark., 1990) (Beena ve ark., 2017)

Brucella bakterileri, enfekte etmek igin daha ¢ok makrofajlar gibi fagositik hiicre
tiplerini tercih ederler (Sekil 3). Brucella bakterisi fagozom igerisine alinarak replike
olmak i¢in ER’a ulastirilir. Konak organizmasinin immiin sisteminden kacisi ve
bakterilerin replikasyon hedeflerinin olmasi, enfeksiyon siirecinin anahtar olgularidir

(Andreas ve ark., 2010).

Brucella

Macrophage

Sekil 3. Brucella-makrofaj etkilesimi: S-LPS Brucella suslari, lipid raftlarla etkileserek hiicreye girer ve membran tarafindan
sarilarak Brucella igeren vakuol (BCV) denen yapiy1 olusturur. Bu vakuol ER’a erigimi saglayan baz lipid raft markerlerini
icerir. Brucella, ER ile birlesir ve boylece replikasyon baglamadan 6nce lizozom fiizyonundan kaginmak i¢in ER markerleri
edinir. R-LPS mutantlari ise lipid raftlari kullanmadan makrofajlara direkt ve hizlica girer, lizozomu hedef alarak yok ederler
(Andreas ve ark., 2010).



Bakteriyel hiicre zarfi Brucella ve konak arasindaki etkilesimde temel noktadir.
Bu zarf icerisindeki molekiiler yapilar da enfeksiyon siirecinin dnemli bir kismini
olusturur. Brucella bakterisinin hiicre zarfi iki membrandan olusur. Dis membran,
bakteri ve konagin karsilastig1 ilk etkilesim bolgesi oldugu icin enfeksiyon siirecinde
kritik bir rol oynar. Dis membranin dis tabakasi ii¢ ana komponent iceren LPS’den

olusur: 1) lipid A, ii) i¢ ve dis kor bolgesi ve iii) O-antijeni.

- O-antigen

Lipopolysaccharide = Outer
{LPS) = Core

Inner

— Lipid A

Outer -
membrane

VLCFA

= } Peptidoglycan

Periplasm -

Inner -
membrane

o Cyclic-B-glucan
© Cydic-$-glucan modified

with succinyl residues

Sekil 4. Brucella hiicre zarfi yapisi (Andreas ve ark., 2010)

Ekstraselliiler bolgedeki O-antijen ylizeyi edinsel immiin yanitlar tarafindan
taninir. O-antijeni farkli seker gruplarindan olusan bir kor molekiiliine baglidir. Lipid-
A membrandaki LPS’nin hidrofobik kismini olusturur ve doymus yag asitleri ile
asetillenmis bir diaminoglukoz omurgasi igerir. Ayrica Brucella lipid-A’s1 very-long-
chain-fatty acid (VLCFA) denen bir molekiilii de yapisinda bulundurur. Siklik B-1, 2
glukanlar i¢ membran proteini Cgs tarafindan sentezlenir ve Cgt ile periplazmaya
taginir; burada membran proteini Cgm araciligiyla modifiye edilir (Cardoso ve ark.,
2006).

Brucella bakterilerinin LPS tabakasinda somatik M, A ve yiizeyel L antijenleri
bulunur. B. abortus ve B. suis’de A antijeni fazla, M antijeni az bulunurken, B.

melitensis’te M antijeni fazla, A antijeni azdir (Memish ve ark., 2001). Brucella



bakterisinin asil viriilan ve immiindominant antijeni S suslarinin lipopolisakkarit (S-
LPS) yapisidir. Rough tipi suslarda viriilans azalmistir. Dogal R formundaki tiirler (B.
canis ve B. ovis) konak savunmasina karsi daha direngsizdir (Gorvel ve Moreno,
2002). Bunun yaninda Brucella bakterilerinin Salmonella cinsi bakterilerde bulunan
Vi antijenlerine benzer L antijenleri vardir. Bu antijen genelde B. abortus suslarinda
olup yeni izole edilen bakterilerde bulunur ve agliitinasyona engel olmaktadir (Kurt ve
Tirkgapar, 2002).

B. melitensis, B. abortus, B. suis tiirleri; major ylizey antijeni olarak, O zinciri
igeren somatik lipopolisakkarit (S-LPS) tasidiklarinda S, O zinciri bulunmayan rough
lipopolisakkarit (R-LPS) varliginda ise R suslar olarak ortaya cikarlar. S-LPS en
onemli virlilans faktoriidiir. S-LPS’nin yapisindaki O zinciri bakterinin hiicre
ylizeyinin en Onemli antijenik yapisin1 olusturur. Ayrica enfekte konakta
immiinodominant olup, giiniimiizde S koloni yapan suglar1 tarafindan olusturulan
enfeksiyonlarin serolojik tanisinda major antijenik yapidir (Bilgehan H, 2002; Garin
ve ark., 2005).

Brucella bakterisinin dis membrani, LPS diginda major dis membran proteinlerini
(DMP) de yapisinda bulundurur. DMP, sodyum dodesil sulfat (SDS) ile ayristirilabilir
(Cloeckaert ve ark., 2002; Vizcaino ve ark., 2001). Mikroorganizmalarin yiizeyinde
koruyucu 6zellige sahip iki immunojenik yap1 bulunmaktadir. Bunlar sodyum dodesil
siilfat insoltibl (SDS-I) hiicre duvar1 fraksiyonu ve sicak tuzlu su (hot saline)
ekstraktidir (Kurt ve Tiirk¢apar, 2002). B. abortus’un SDS-I fraksiyonu molekiiler
agirliklart 25-27 (Grup 3) ve 36-38 kDa (Grup 2) olan iki biiyiik membran proteini
tarafindan olusturulur ve bu proteinler peptidoglikanla sikica bagli halde bulunur.
Grup 2 proteinleri, porin proteinleri olarak da adlandirilir (Vizcaino ve ark.,2001). B.
melitensis’in SDS-I fraksiyonu yine peptidoglikanla sikica bagli, 31-34 kDa (Grup 3)
agirhiginda baska bir major DMP igerir. DMP’lerin immiinojenik 6zellikleri zayiftir ve
kendilerine kars1 heterojen bir antikor yanit1 olusur. Bu tiirlerde temel immiin yanit S-
LPS ile saglanir (Cloeckaert ve ark., 1995). B. ovis ve B. canis major yiizey antijeni
olarak R-LPS tasidiklari i¢in R susu olarak adlandirilirlar ve yiizeylerinde O zinciri
tagimazlar. Grup 3 proteinlerinden 6zellikle 31-34 kDa agirliginda olanlar, B. ovis
enfeksiyonlarinda kuvvetli bir antikor yanit1 olustururlar (Bowden ve ark., 2000;

Kittelberger ve ark., 1998). Yapilan caligmalarda, 25-27 kDa agirligindaki dis



membran proteinlerinin B. melitensis, B. abortus ve B. suis’in viriilansinda gorev
aldig1 da gosterilmistir (Kittelberger ve ark., 1998).

Piirifikasyon caligmalarinin eksikliginden dolay1 tanisal testlerle ilgili ¢ok az
antijen molekiiler diizeyde tanimlanabilmistir. Agliitinasyon, kompleman fiksasyon,
Rose Bengal, ring testi gibi standart testlerde rol oynayan major antijen S-LPS'dir.
Immiinodiffiizyon ve immiinoelektroforez testlerinde kullanilan intraselliiler A2
antijeni ise bazi durumlarda enfekte hayvanlarin asilanmis olanlardan ayirt

edilmesinde kullanilabilmektedir (Bowden ve ark., 2000).

2.5. Genetik ozellikleri

Brucella genomunun ortalama biiyiikliigii 2,37 x 10° daltondur ve DNA’nin toplam
guanin-sitozin igerigi % 58-59 mol’diir. Biitiin Brucella tiirleri % 95 DNA homolojisi
gosterir. Brucella genomu 2,1 ve 1,5 megabaz biiyiikliigiinde iki halkasal kromozom
icerir. Brucella tiirlerinde dogal plazmidler gozlenmemistir (Aktug Demir, 2009;
Gorvel ve Moreno, 2002; Mantur ve ark., 2007).

Brucella bakterilerinde genetik transformasyon ve konjugasyonu ispat etme
caligmalar1 ¢ogu kez basarisizlikla sonuglanmasina ragmen, yakin gecmiste
transdiiksiyonun varligina dair bazi bulgular elde edilmistir. Brucella kiiltiirlerinde
genetik olarak tespit edilmis varyasyonlar sik gozlenebilmektedir. S koloni fazindan R
koloni fazina kadar olan degisiklikler, CO2 ihtiyacinin kayb1 veya H2S yapiminin
kaybi, fajlar yoluyla olan lizise bagli duyarliliktaki degisiklikler, boya ve
antibiyotiklere kars1 diren¢ bu varyasyonlar igerisindedir. Brucella tiirtindeki
mikroorganizmalarin DNA poliniikleotid sekans1 belirgin benzerlikler gostermektedir.
DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalari ile biitiin suslar arasinda % 96 + 4 DNA iliskisi
gosterilmistir.

Brucella genom arastirmalarinda bakteri genomunun ii¢ rRNA operonu icerdigi, iki
tanesinin kromozom 1 iizerinde, iiclinciisiiniin ise kromozom II {izerinde oldugu
belirlenmistir. Tip IV sekresyon sistemi i¢in kromozom II’de kodlanan 12 a¢ik okuma
bolgesi bulunmaktadir. Brucella bakterisinin hiicre igi trafiginin diizenlenmesi i¢in
Brucella tip IV sekresyon sistemini kodlayan VirB operonuna ihtiya¢ vardir.

Bakteriyel yiizeydeki LPS molekiiliiniin biitiinligli de hiicre i¢i yasam ve sonrasinda



viriilans i¢in gerekli faktorlerden biridir (Boschiroli ve ark., 2002; DelVecchio ve ark.,
2002).

2.6. Hastaligin insanlara Bulasma Yollar
2.6.1. Sindirim yolu

Kontamine et, siit ve siit tirtinlerinin sindirim yolu ile alinmasi en sik karsilasilan
bulagsma yoludur. Pastorize edilmemis siitten yapilan peynir, krema ve yag en 6nemli
enfeksiyon kaynaklaridir.

2.6.2. Deri ve mukoza yolu (direkt temas)

Enfekte hayvanin doku, kan ve plasentasi veya enfekte laboratuvar materyalinin,

hasarlanmis deri, mukoza veya konjonktivaya temasi ile bulasma gergeklesebilir.

2.6.3. Solunum yolu

Enfeksiyoz aerosollerin inhalasyonu ile bulas gergeklesir. Bu sekildeki bulas yolu,
laboratuvar galisanlari, giftgiler, hayvan bakicilari, mezbaha calisanlar1 ve kasaplar
icin risk olusturmaktadir. Brucella tiirleri aerosoller araciligiyla oldukca enfeksiyoz
hale gelebildigi i¢in glinlimiizde potansiyel biyolojik savas ajanlari olarak da

kullanilmaktadir.
2.6.4. Cinsel yolla gecis
Cinsel yolla gecis kesin olarak bildirilmemesine ragmen, enfekte insanlarin

semenlerinde Brucella bakterileri iiretilmis ve potansiyel bir risk faktorii oldugu

gdzlenmistir.
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2.6.5. Diger

Bahsedilen bulas yollar1 disinda, kan transfiizyonu, kemik iligi/doku nakli ve
anneden bebege plasenta araciligiyla gegebilmektedir (Carbel, 2006; Stimerkan, 2008;
Young, 2005).

2.7. Klinik Bulgular

Bruselloz wviicutta herhangi bir organ sisteminin tutulabildigi sistemik bir
hastaliktir. Baslangi¢ sessiz veya akut olabilir, genelde inokiilasyondan sonraki 2-4
hafta igerisinde semptomlar baslar. Semptomlarin siiresine gore hastalik akut (<8
hafta), subakut (8-52 hafta) veya kronik (>1 yil) olarak siniflandirilir.

Asemptomatik veya subklinik bruselloz, genellikle ciftciler, mezbaha galisanlar1 ve
veterinerlerde gozlenir. Hastada, hastaligin semptom ve bulgular1 yoktur. Tani pozitif
seroloji ile konur. Akut formda ise gogunlukla ates, halsizlik, istahsizlik, bas agrisi,
sirt agrisi, kilo kaybi, miyalji ve artralji vardir. Hastalarin % 85’inden fazlasinda ates
38.5°C’nin iizerindedir. Splenomegali ve hepatomegali % 6-35 oraninda vardir.
Herhangi bir organ tutulumu olabilir ancak en sik artrit izlenir. Subakut form eksik
veya yetersiz antibiyotik tedavisi alan veya yanlis tan1 nedeniyle uygunsuz antibiyotik
tedavisi alan hastalarda izlenir. Subakut formda farkli klinik tablolar izlenir ve
tilkemizde bilinmeyen atesin en Onemli nedenlerindendir. Semptomlar genellikle
ilmhidir ve lokalize enfeksiyonlar izlenebilir. Kronik bruselloz kronik yorgunluk
sendromuna benzer. Cocuklarda nadir izlenirken yashlarda sik goriiliir. Daha ¢ok
psikonevroz, terleme ve kilo kayb1 gozlenir. Ates nadirdir ve lokalize enfeksiyonlar
izlenebilir. Kronik brusellozda IgG antikorunun yiiksek titrelerde olmasi Onemli
laboratuvar bulgusudur. Kronik brusellozda semptomlar uzun siire sonra

tekrarlayabilir (Aktug Demir, 2009; Hayat, 2000).

2.8. Komplikasyonlar

Enfeksiyon ajani olan organizmalarin kandan izole edilmedigi fakat kemik,

eklemler, BOS, karaciger, bobrekler, dalak veya cilt gibi spesifik dokularda lokalize
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oldugu durumlar komplikasyon olarak adlandirilir (Doganay ve Aygen, 2003).
Lokalizasyon sistemik enfeksiyonun esas belirtisi veya kronik bir enfeksiyonun tek
klinik tablosu olabilir. Herhangi bir organ tutulumunun tanimlanmasi antibiyotik

rejiminin segimi, siiresi ve prognoz i¢in ¢ok dnemlidir.

2.8.1. iskelet Sistemi

Osteoartikiiler komplikasyonlar brusellozda yaygindir. Bu komplikasyonlar artrit,
spondilit, sakroileit, osteomiyelit, tenosinovit ve bursit seklinde olabilir. Eklem agris1
brusellozlu hastalarin % 85’inde goriilebilir (Trujillo ve ark., 1994). Birgok ¢alismada
osteoartikiiler tutulum % 17-37 hastada goriildiigii rapor edilmistir. B. melitensis
hemen hemen biitiin vakalardaki osteoartikiiler tutulumdan sorumludur (Aygen ve
ark., 2002; Trujillo ve ark., 1994). En sik etkilenen bolgeler sakroiliak eklemlerdir.
Spondilit brusellozun en ciddi komplikasyonlarindan biridir. Brusellozlu hastalarda
% 2-58 oraninda rapor edilmistir. Bu komplikasyon genellikle yasl hastalarda goriiliir
ve lomber vertebralari etkiler. Sirt veya boyun agrisi, ates ve konstitlisyonel
semptomlar en yaygin semptomlardir. Enfeksiyonun genislemesi ile paravertebral
apseler, spinal epidural apseler ve norolojik komplikasyonlar goriilebilir. (Aygen ve
ark., 2002).

2.8.2. Sinir Sistemi

Sinir sistemi tutulumu bruselloz vakalarinin yaklasik % 2-6,5’inde goriiliir.
Norolojik komplikasyonlar hastaligin herhangi bir doneminde gelisebilir. Klinik
sendromlar menenjit, ensefalit, meningoensefalit, radikiilit, miyelit ve norit seklinde
olabilir (Aygen ve ark., 2002; McLean ve ark., 1992). Menenjit en sik santral sinir
sistemi komplikasyonudur. BOS incelemesinde lenfositik pleositoz, artmis protein,

diisiik glukoz seviyeleri goriliir (McLean ve ark., 1992).
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2.8.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Endokardit en ciddi klinik formdur ve 6liime neden olabilir. Bununla birlikte
vakalarin % 2’den azinda gelisir. Klinik prezentasyon Brucella’nin kan kiiltiirlerinden
izolasyonundaki zorluklar haricinde diger bakteriyel endokarditlere benzerdir.
Genellikle aort kapagi veya mitral kapak tutulur (Hadjinikolauve ark., 2001).
Miyokardit, perikardit ve enfekte aort anevrizmasi bildirilmistir. Endokarditle birlikte
menenjit, pndmoni, hepatit, cilt lezyonlari, nefrit ve peritoniti igeren multisistem

tutulumlar rapor edilmistir (Aygen ve ark., 2001).

2.8.4. Gastrointestinal Sistem

Anoreksi, bulant1, kusma, ishal, karin agris1 ve gastrointestinal kanama brusellozda
goriilebilir (Aygen ve ark., 2002; Young, 2000). Karaciger enzim diizeylerinin hafif
yiiksekligi ile birlikte karaciger ve dalak biiyiimesi brusellozlu hastalarin yaklasik %
50’sinde saptanabilir. Bununla birlikte diffiiz hepatit veya graniilomatdz hepatit de
brusellozun seyri sirasinda gortilebilir (Ariza ve ark., 2001; Young, 2000). Karaciger
ve dalakta apseler ve sirotik hastalarda spontan peritonit de brusellozun nadir
komplikasyonlar1 olarak rapor edilmistir (Ariza ve ark., 2001; Demirkan ve ark.,
1993).

2.8.5. Hematopoetik Sistem

Anemi, lokopeni ve trombositopeni gibi hematolojik anormallikler bruselloz
seyrinde siktir. Lenfositozla birlikte 16kopeni brusellozun karakteristigidir (Aygen ve
ark., 2002; Young, 2000). Petesiyal veya purpurik cilt ve mukoza lezyonlari,
epistaksis, hemoptizi ve gastrointestinal veya vajinal kanama goriilebilir ve bu
komplikasyonlar 6nemli oranda diisiik trombosit sayisi, diisiik fibrinojen diizeyi ve
pihtilasma zamaninin uzamasi gibi pihtilasma anormallikleri ile iligkilidir. Bazen
trombositopeni kanama ve Oliimle sonuglanabilir. Trombositopeni muhtemel
mekanizmalart hipersplenizm, reaktif hemofagositoz ve trombositlerin immiin

yikimidir (Young ve ark., 2000).
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2.8.6. Genitoiiriner Sistem

Genitoliriner tutulum brusellozlu hastalarin % 1-20°sinde meydana gelir. Tek tarath
epididimoorsit klasik manifestasyondur. Piyelonefrit, interstisiyel nefrit, renal apse,
sistit ve prostatit nadir komplikasyonlardir. Semptomlarin baslangic1 genellikle akut
ve daha az siklikla subakut veya kroniktir. Klinik goriiniim genitoiiriner ve sistemik
semptomlar1 igerir (Navarro-Martinez ve ark., 2001). Brucella tiirlerinin gebelik
boyunca insanda koryoamniyonik dokuyu enfekte edebilecegi; diisiik, erken dogum ve
fetal 6limle birlikte intrauterin enfeksiyona neden olabilecegi One siirtilmektedir.
Ancak ¢esitli ¢aligmalarda insanlarda, gebelikte Brucella enfeksiyonunun etkisi diger

bakteriyel enfeksiyonlardan fazla olmadig: bildirilmistir (Young, 2000).

2.8.7. Diger Sistemler

Brusellozda ¢esitli cilt lezyonlar1 (makiilopapiiler lezyonlar, papiiller, petesiler,
purpura, impetigindz ve psoriform lezyonlar), okiiler lezyonlar (iiveit, koroidit ve
sklerit) solunum sistemi tutulumu (pnémoni, akut respiratuvar distress sendromu,

ampiyem, mediastinit) tanimlanmistir (Young, 2000).

2.9. Tamda kullamlan yontemler

2.9.1.Kiiltiir

Bruselloz tanisinda kan kiiltiirii altin standarttir. Klinik orneklerden Brucella
tiirlerinin izolasyonu i¢in bifazik Ruiz-Castarieda sistemi geleneksel metod olmasina
ragmen; artmis duyarlilik ve azalmis inkiibasyon siiresi ile otomatize kiiltiir sistemleri
biiyiik 6l¢iide bu yontemin yerini almistir (Franco ve ark., 2007; Ozturk ve ark., 2002).

Kan kiiltliriinlin duyarlilig1, hastalifin evresi ve antibiyotik kullanimi gibi bazi
faktorlere baghdir (Doganay ve Aygen, 2003; Francove ark., 2007). Ornegin; akut
vakalarda Ruiz-Castaiieda metodu ve lizis santrifiigasyonunun duyarliliklari sirasiyla
% 80 ve % 90 iken, kronik vakalarda % 30 ve % 70 bulunmustur (Franco ve ark., 2007,

Gaviria-Ruiz ve Cardona-Castro, 1995). Kemik iligi kiiltiirleri ise daha yliksek
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duyarlilik ve daha kisa kiiltiir siiresi saglayabilir Brucella bakterisinin ayrica piiy, doku
ornekleri ve serebrospinal, plevral, eklem ve asit sivilarindan da kiiltiirii yapilabilir

(Franco ve ark., 2007).

2.9.2. Serolojik Tan1

Kiiltiirde tireme olmadigi durumlarda bruselloz tanisi genel olarak Rose-Bengal
testi, serum agliitinasyon testi ve antiglobiilin veya Coombs testi gibi serolojik
agliitinasyon testleri ile konur. Rose-Bengal testi bir tarama testidir ve pozitif sonuglar
serum agliitinasyon testi ile dogrulanir (Al Dahouk ve ark., 2003; Ruiz-Mesa ve ark.,
2005). Bu agliitinasyon testleri S-LPS’ye karst olusan antikorlara verilen yanitla
iligkilidir. Bu antikorlar enfeksiyon gectikten sonra da hastalarda uzun siire kalma
egilimindedir. Rose-Bengal testinin duyarliligi yiiksektir ve yanlis negatif sonuglar
nadir olarak gozlenmistir (Ruiz-Mesa ve ark., 2005; Serra ve Vinas, 2004). Kullanilan
antijen kalitesindeki ve sonuglarin yorumlanmasindaki farkliliklar test sonuglarini
etkileyebilir. Diger serolojik testlerde oldugu gibi, bruselloz i¢in dogrulayici
agliitinasyon testlerinin duyarlilik ve o6zgilligi kullanilan “cut-off” degerine ve
popiilasyondaki antikorlarin diizeyine baglhdir.

ELISA yontemi bruselloz i¢in kullanilan en uygun tekniklerden biridir ve siklikla
kullanilmaktadir. Laboratuvarda hazirlanan ELISA’larin duyarliligr 6zellikle spesifik
antikorlarin (IgM, IgG) saptanmasinda yiiksek olabilir (Mantecon ve ark., 2006). Son
yillarda gelistirilen Brucellacapt yontemi ile yapilan g¢alismalarda cut-off degeri
1/80’de olan hastalar icin % 98’lik bir duyarlilik ve saglikli goniilliilerden alinan
orneklerde % 96’lik bir 6zgilliik gozlenmistir. Daha yiliksek bir cut-off degerinde
Ozgiillik artar fakat duyarlilik azalir. Bruselloz igin fluorescence polarization
immunoassay (FPA) ve ELISA’nin basitlestirilmis bir versiyonu olan
immiinokromatografik Brucella IgM/IgG lateral flow assay (LFA) gibi hizli testler
tanisal olarak biiyilik bir potansiyele sahiptir (Lucero ve ark., 2003; Irmak ve ark.,
2004). FPA testi bir floresan proba bagli Brucella O-polisakkarit antijeni ile bir serum
orneginin inkiibasyonu yoluyla yapilir (Lucero ve ark., 2003). LFA testinin duyarlilig1
ve Ozgilligi yiliksektir (% 95’den fazla) ve test hastaligin biitiin dénemlerinde

kullanilabilir (Hasanjani-Roushan ve ark., 2005). Giiniimiizde tedavi sonucunu ve
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relapsi tahmin eden testler mevcut degildir. Brusellozda 2-merkaptoetanol (2-ME) testi
bazen tedaviye yaniti izlemek i¢in kullanilir. Tedaviden 12 ay sonra dlgiilen diisiik 2-
ME titresinin iyilesme ile kalici oldugu gozlemlenmistir, ancak yiikselmis 2-ME
titreleri gostermeye devam eden hastalarin 6nemli bir bolimli semptomatiktir.
Bununla birlikte 2-ME nin prediktif degeri tartismalidir. insan brusellozunda relaps ve
tedavi basarisizligindan dolayr tedavi sonucunu tahmin etmek i¢in daha kesin
belirteclere ihtiya¢ vardir. Iki boyutlu jel elektroforezi ile birka¢ immiinojenik
Brucella proteini tanimlanmistir. Bu proteinlerin bazilar1 enfeksiyon sirasinda ifade

edilir. Bunun tedaviye yanitin degerlendirilmesinde tanisal dnemi olabilir (Nockler ve
ark., 2006).

2.9.2.1. ELISA

ELISA, Brucella tiirlerine karsi gelisen antikorlarin gosterilmesinde en duyarli
yontemdir. ELISA testinde kullanilan antijenler: B. abortus hiicreleri, LPS, B.
abortus’un tuz Oziitlii proteini, B. melitensis’e 6zgiin hapten polisakkaritleri, B.
melitensis’in dis membran proteini ve B. abortus ve B. ovis sitoplazmik proteinidir.
Sigir ve insan antiglobiilinleri fare, tavsan ve keciden elde edilerek horseradish
peroxidase (HRP) ve alkalin fosfat gibi indikator enzimlerle konjuge edilmistir.

Brucella ELISA testinde bazi noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir. Birincisi
B. abortus LPS ELISA, IgM izotiplerinin belirlenmesinde kullanilmaz. ikincisi, pozitif
“endpoint,” negatif kontrol serumuna ait absorban degerine bagli olarak degisir.
Ayrica standardize antijen yoklugu ve anti-insan globiilin kalitesinde goriilen farklilik

testin performansini etkilemektedir.

2.9.3. Molekiiler Tam

2.9.3.1. PCR

PCR; DNA kopyalanmast ve cogaltilmasi olayidir. Temel olarak mekanizma
yiiksek sicaklikta yapist bozulmayan bir DNA polimeraz kullanilarak, bir Thermo
Cycler (Ist Diizenleyici) yardimiyla DNA replikasyonunun in vitro ortamda

tekrarlanmasi sonucu DNA’nin cogaltilmasini saglamaktir. Bu mekanizma

16



giinimiizde molekiiler biyoloji ve genetik laboratuvarlarinin sik¢a kullandigi

bir yontemdir. Tipik bir PCR ii¢ temel basamakta gergeklesir:

Denatiirasyon; ilk asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisi yiiksek 1s1
yardimiyla birbirinden ayrilir (denatiirasyon). Cogunlukla 94°C-97°C arasinda 15-60
saniye siiresince uygulanir (ilk denatiirasyon tek saykil olarak 15 dakikaya kadar

uygulanir).

Annealing (Baglanma); Denatiirasyonu takiben daha diisiik 1silarda oligoniikleotid
primerler, ayrilmig olan tek zincirli DNA {izerinde kendi eslenikleri olan bolgelere
baglanirlar. Bu olay genellikle 47°C ile 60°C arasinda 30-60 saniyede gergeklesir.
(Guanin/Sitozin oran1 yiiksek olan bdlgelerde baglanma 1sis1 68°C’ye kadar

arttirilabilir).

Elongasyon (uzama); Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz
enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir. Elongasyon basamaginin
stiresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA ‘nin uzunluguna gore

30 saniye ile 3 dakika arasinda degisir.

Is1 diizenleyicinin bu ii¢ basamagi her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki
katina ¢ikar. Olusan tiriin; ilk koyulan DNA miktar1 ve dongii sayisina baglidir. 25-40
dongii uygulanir (Sekil 5).

Klasik PCR normalde sayisal (kantitatif) bir degerlendirme ol¢iisii degildir fakat
kantitatife doniistiiriiliir. Gergek zamanli PCR (RT-PCR)’da olusan iiriin miktari
reaksiyon boyunca olusan {iriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve
problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi belirli
miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi agisindan da gereklidir. Cift zincirli
DNA’ya baglanan SYBR-Green | floresan boya en basit metotdur. Ayrica, giivenilir
bir sekilde kullanilan ii¢ adet floresan 151ma yapabilen isaretli problar da vardir. Bunlar
TagMan ® probe veya hidroliz prob, molekiiler boncuk yontemi ve hibridizasyon
problarini igeren problardir.

PCR kiiltiirle kiyaslandiginda duyarliligi artirabilen, insan brusellozunun tanisi igin
elverisli bir yontemdir. Birkag cins spesifik PCR sistemi primer eslesmeleri kullanir;

16S RNA sekanslarini ve gelistirilen farkli dig membran proteinlerinin genlerini hedef
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alir. Bu PCR sistemlerinin her biri farkli bir DNA iirlini ortaya koyar ve bunun
uzunlugu biitiin Brucella tiirleri i¢in aynidir, hepsine spesifiktir. Queipo-Ortuno ve
arkadaslar1 besp31 geninin 223-bp fragmanini agan B4/B5 primer ¢iftini kullanarak,
kan kiiltiirti i¢in % 70 duyarlilikla kiyaslandiginda duyarliligi % 100 ve 6zgilligt %
98.3 bulmuslardir (Queipo-Ortuno ve ark., 1997). PCR ayrica tiir farki ve izolatlarin
tiplendirmesinde kullanigh gibi goriinmektedir. Brucella genomunda farkli lokuslarda
kisa niikleotid tekrar sekanslarinin varligi tiir ve izolatlar arasinda tekrarlarin
sayilarinda genis bir varyasyon gostermektedir (Bricker ve ark., 2003; Whatmore ve
ark., 2006). Bu degisken tekrarlarin PCR amplifikasyonu tiir ve biyovar tanimlamasi
icin klasik tiplendirme metodlarindan daha kullanighh ve dis membran protein
tiplendirmesi IS711 tiplendirmesi veya yiikseltilmis fragman polimorfizm yoluyla
tiplendirme gibi diger molekiiler araglardan daha etkilidir (Vizcaino ve ark., 2004;
Whatmore ve ark., 2005). Bu tekrarlari i¢eren bir dizi lokusun PCR amplifikasyonu
ayn1 bolgenin i¢inden bile yalniz izolatlarin tanimlanmasina izin verir (Al Dahouk ve
ark., 2007; Le Fleche ve ark., 2006). Bu uygulama 6zel gruplarda veya siit tiriinii
ireticilerinde enfeksiyonlar1 izlemede epidemiyolojik olarak kullanilabilir ve aymn
izolatlarla vakalarin ortaya ¢ikmasi muhtemelen yogunlasmis bulasin bir odaginin
varligi i¢in kanit olarak tutulabilir. Ayrica bu metod reenfeksiyon ile relaps ayriminda

faydali olabilir (Al Dahouk ve ark., 2007).

PCR Komponentleri [
c G
= -
(] A T

DNAsmesi | Primerler | NiKleotidler

| Tagpolimeraz | Mix buffer PCR tiipii

L' J72e-|  Yeni disi senter 3.Uzama

l.‘\’-"\; 5‘:;

Is1 Diizenleyici

PCR dongisi

Sekil.5. PCR basamaklar1 (Reece ve ark., 2011).
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2.10. Tedavi

Brusellozda antimikrobiyal tedavi ile semptomlar diizelir, hastaligin siiresi kisalir,
komplikasyon ve relaps insidansi azalir. Pek ¢ok antibiyotigin Brucella’ya karsi in
vitro etkinligi vardir, ancak Brucella tiirleri hiicre i¢i mikroorganizmalar olduklar1 i¢in
in vitro etkinlik her zaman in vivo etkinligi gostermemektedir. Brusellozda
kullanilacak antibiyotigin in vitro etkinligi yaninda yeterli hiicre i¢i konsantrasyona da
ulagmas1 gereklidir. Ayrica kombine tedavi kullanilmali ve tedavi siiresi uzun
olmalidir (Doganay ve Aygen, 2003; Young, 2005).

Yapilan c¢alismalarda tetrasiklin, doksisiklin, rifampisin, streptomisin ve
trimethoprim-sulfametoksazoliin B. melitensis’e in vitro etkili oldugu goésterilmistir
(Doganay ve Aygen, 2003; Young, 2005). Tetrasiklinler bruselloz tedavisinde etkili
ilaglardir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) niin kombinasyon tedavisinde &nerdigi
doksisiklin (giinde 2 kez 100 mg, 6 hafta) ve streptomisin (1 g/giin, 2 hafta) tedavi
rejimi yaygin olarak kullanilmaktadir. Kinolonlarin 6zellikle ofloksasin ve
siprofloksasin in vitro etkinliginin iyi oldugu gosterilmistir (Doganay ve Aygen,
2003). Kinolon tedavisinde relaps oranlar1 yiiksek olmasina ragmen kombinasyon
tedavisinde basarili sonuglar alinmistir (Alp ve ark., 2006; Doganay ve Aygen, 2003).

Brusellozda tedavi basarisizligi, akut olgularda {igiincii haftanin sonunda hastanin
semptomlarinin ve kiiltiir pozitifliginin devam etmesi, subakut ve kronik olgularda ise
tedavi sonunda enfeksiyona ait semptomlarin artmasi, IgG (immiinglobiilin G) sinifi
antikor, eritrosit sedimentasyon hizi ve C-reaktif protein (CRP) diizeyinde artis olmasi
olarak tanimlanir. Tedaviden sonraki 12 ay i¢inde enfeksiyona ait belirtilerin
tekrarlamasi, IgG sinifi antikor diizeyinde artis olmasi, yeni patolojik radyografik
bulgularin olmasi, kan veya doku kiiltiirli pozitifliginin olmasi relaps olarak kabul
edilir. Bakteriyolojik relaps tedavinin kesilmesinden kisa siire sonra (3-6 ay)
gerceklesebilir. Tedavi basarisizligi ve relaps genelde antibiyotik direncine bagh
degildir. Daha ¢ok yetersiz ya da etkinligi az tedavi uygulanmasi, hastaligin
baslangicinda pozitif kan kiiltiirii, hastanin cinsiyeti gibi durumlar relaps i¢in etkendir

(Alp ve ark., 2006; Doganay ve Aygen, 2003).

19



2.11. Bruselloz Patogenezi

Brucella tiirleri insanlar ve hayvanlar i¢in enfeksiy6z bakterilerdir ve
bulunduklar1 konaga iyi derecede adapte olurlar. Bunlar makrofajlar i¢inde hayatta
kalan ve ¢ogalan, dis ortamda uzun siire yasamini siirdiiremeyen, fakiiltatif hiicre i¢i
patojenlerdir. Bakteriler viicuda sindirim, solunum, deriyle temas veya konjonktival
mukoza yolu ile girebilir (Corbel MJ, 1997; Memish Z, 2001; Trujillo 1Z, 1994).
Gastrik sivinin pH’min diisiik olmas1 oral enfeksiyona karsi koruma saglar. Antiasit
veya Hz reseptor blokerleri bruselloza duyarliligi arttirabilir. Normal bir insan
serumunda Brucella bakterisine immiin yanit orta diizeydedir ve organizmalar
kompleman tarafindan fagositoz igin opsonize edilir. Insan nétrofilleri baz1 Brucella
suslarin1 yok edebilir ancak B. melitensis iizerinde etkin degildirler (Young, 1997;
Young, 2000).

Viriilan Brucella tiirleri fagositik ve fagositik olmayan hiicrelerin ikisini de enfekte
edebilir. Diger patojenik bakterilerden farkli olarak Brucella tiirlerinde hig¢ klasik
virilans faktorii tanimlanmamistir. Bunlarin yerine Brucella tiirlerinde viriilans
elementleri olarak, bakterinin invazyonuna izin veren, hiicre i¢i 6ldiirmeye direngli ve
fagositler icinde bunlarin {iremesini saglayarak hiicreye ulastiran bazi molekiiler
determinantlar tanimlanmistir (Lopez-Goni ve ark., 2002).

Hastalik sirasinda Brucella bakterileri ilk 6nce mukozaya gegis yapar, submukoza
altindaki olgun fagositler bakteriyi i¢ine alir. Makrofajlar ve nétrofiller fermuar
benzeri fagositoz yolu ile patojeni hiicre i¢ine ¢eker. Opsonize tiirler kompleman ve
Fc (fragment crystallizable) reseptorleri yardimiyla makrofaj ve monositler i¢ine
alinirken opsonize olmayan tiirler lipidle taginir (Lopez-Goni ve ark., 2002, Naroeni
ve Porte, 2002; Pizarro-Cerda ve ark., 2000; Watarai ve ark., 2002). Rho (Ras homolog
gene family), Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate), Cdc42 (Cell division
control protein 42) gibi Rho alt ailesinin kiiciik GTPaz (guanosine
triphosphatase)’larinin aktivasyonu Brucella bakterisinin olgunlagmamis fagositlere
yillarda konak hiicre invazyonunda rol oynayan diizenleyici iki komponentli bir sistem
(Brucella virulans iliskili regiilator veya sensor proteinleri; BvrR/BvrS) tanimlanmistir

(Gorvel ve Moreno, 2002; Lopez-Goni ve ark., 2002).
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Brucella bakterisi hiicre i¢ine girdiginde, kendi ¢ogalma alanina ulasana kadar
Ozglin bir yolak araciligiyla hiicre i¢i trafigini yonlendirir. Fagositler genellikle hiicre
icine almmis bakteriyi Oldiirme egilimindedir. Bakterilerden ¢ok azi1 lizozom
flizyonundan kagma ve ¢ogalmalarinin son sathasina kadar hiicrenin trafigini kontrol
etme yetenegindedir (Gorvel ve Moreno, 2002; Pizarro-Cerda ve ark., 2000).

Brucella enfeksiyonu boyunca IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 ve I1L-12 gibi sitokinler,
makrofajlar i¢indeki Brucella suslarinin biiylimesini kontrol eder (Gorvel ve Moreno,
2002).

Insanlarda Brucella enfeksiyonu epiteloid hiicreler, polimorfoniikleer I6kositler,
lenfositler ve bazi dev hiicreleri iceren graniilom olusumu ile sonuglanir.
Graniilomatoz cevap B. abortus enfeksiyonlari i¢in karakteristiktir. B. melitensis
enfeksiyonlarinda graniilomlar ¢ok kiigiiktiir fakat siklikla toksemi goriiliir. B. suis
enfeksiyonunda ise eklemlerde ve dalakta kronik apse eslik eder (Trujillo ve ark.,
1994; Young, 2000).

Brucella enfeksiyonu, hiimoral ve hiicresel immiinitenin ikisini de endiikleme
yetenegindedir. Temel iyilesme mekanizmasini hiicre aracili immiinite olustururken,
hiimoral antikorlar da Brucella bakterisine direngte rol oynamaktadir. insanlarda
Brucella enfeksiyonuna karsi antikor cevabi ilk safthada IgM sinifi antikorlarin
artistyla gozlenir ve birkag¢ hafta i¢inde IgG antikorlarinin baskin hale gelmesiyle
karakterizedir. Tedavi sonrasi titreler IgG antikorlarinda IgM antikorlarindan daha
hizli diisiis gostererek azalir. Relaps durumunda IgG tipi antikorlar yeniden yiikselise
gegcebilir (Trujillo ve ark., 1994; Young, 2000).

Insanlarda gelisen enfeksiyon, hayvanlarda olusan enfeksiyondan farklidir.
Insanlarda enfekte makrofajlar viicutta 6zel bolgelerde (dalak, beyin, kalp, kemikler)
yerleserek endokardit, artrit, menenjit ve osteomiyelite neden olur. Evcil hayvanlarda
(koyun, kegi, sigir, domuz) ise disilerde diisiiklere, erkeklerde orsite neden olur.
Fareler ise dogal yoldan enfeksiyon gelismez. Laboratuvarda enfekte edilen farede
gelisen gecici bakteriyemi haftalar igerisinde yavasca geger. Bu gozlemler Brucella
tirleri ile degisik konaklarin immiin sistemleri arasinda tiire spesifik etkilesim
oldugunu diisiindiirmektedir.

Temel olarak, konak immiin yaniti fonksiyonel ac¢idan dogal (non-spesifik) ve

edinsel (spesifik) immiin yanit olmak iizere ikiye ayrilir. Dogal immiin sistem, istilaci
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patojenlere karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Dogal immiin sistemin elemanlari,
anatomik bariyerler (deri ve internal epitelyal tabakalar), sekretuvar molekiilleri
(¢esitli kemokin ve sitokinler, kompleman sistem ve opsoninler), fagositleri
(notrofiller, monositler/makrofajlar, dendritik hiicreler) ve dogal lenfosit alt gruplarini
(NK hiicreler ve yo T hiicreler) icerir. Edinsel immiin sistem ise sitokin {iretimi ve
sitotoksisiteyi iceren T lenfositler (hiicresel immiinite) ve antikor {iretiminden sorumlu

B lenfositleri (hiimoral immiinite) kapsar.

2.12. Brusellozda immiin yamt

Konak immiin yanit1 dogal ve edinsel immiin yanit olmak {iizere iki gruba ayrilir.
Dogal immiin yanit istilac1 patojenlere karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Fiziksel
bariyerler (epitelyal hiicreler), hiimoral komponentler (kemokinler, kompleman
sistem, opsoninler), hiicresel komponentler (fagositler) ve dogal lenfosit alt gruplarini
(NK hiicreler, yo T hiicreler) icerir. Edinsel immiin yanit ise hiicre aracili ve hiimoral
yanit olarak iki gruptan olusur. T lenfositler sitokin iiretimi ve sitotoksik etkilerle hiicre
aracili immiinitede 6nemli rol oynar. B lenfositler ise antikor lireterek hiimoral immiin

yanitlart diizenler.

2.12.1. Brusellozda Dogal Immiin Yamit

2.12.1.1.Epitelyal bariyerler

Epitelyal hiicreler, konagin sindirim, genitoiiriner ve solunum sistemlerinin
mukozal yiizeylerinde bulunan ve ilk savunma hattin1 olusturan fiziksel bariyerlerdir.
Intestinal epitelyal hiicreler sadece enterik patojenlerin istilasin1 bloke etmez, ayni
zamanda immiin yanitlar1 da endiikler. Epitelyal hiicreler dogal immiin sistem
reseptorlerini  eksprese eder, mikrobiyal patojenleri tanir ve pro-enflamatuvar
mediatorleri tiretir. Brucella bakterisi, intestinal epitelyal hiicrelerde sadece zayif bir
pro-enflamatuvar yanit1 endiiklerken kemokin ligand 20 (CCL20) aracilig: ile daha
etkili bir immiin yamt {iretir. Intestinal boslugun gastrik sivilari, enterik Brucella

bakterisini diisik pH’li ve sindirim enzimleri iceren bir ¢evreye maruz birakir.
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Microfold (M) hiicreleri Peyer plaklarinin folikiil iliskili epitelyumunda ve brong
iligkili lenfoid dokularinda bulunur. Bu hiicreler, fagositlerce dogal immiiniteyi
uyarmak igin, istilact Brucella tiirlerini liimenden epitel hiicrelerin altindaki immiin
hiicrelere tasir.

Brucella bakterisi, hiicre igerisinde replike olmak ve daha uzun siireli kalmak igin
dogal ve edinsel immiin sistemi istila etmek iizere c¢esitli stratejiler gelistirmistir.
Bruselloza kars1 ilk savunma hattini fagositler (notrofiller, makrofajlar, DH’ler ve NK
hiicreler), sitokinler ve kemokinler gibi farkli sekretuvar molekiiller, patern tantyici
reseptorler (PRR) tarafindan patojen iligkili molekiiler paternlerin (PAMP) taninmasi

ve kompleman sistemin aktivasyonu olusturur (Diacovich ve Gorvel, 2010).

2.12.1.2. Toll Benzeri Reseptorler (TLRs)

TLR’ler konak hiicrelerde en iyi tanimlanmig PRR’lerdir. TLR aracili reseptor-
ligand etkilesimi, niikleer faktor kappa-B (Nf-kB), mitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK) ve diger ¢esitli sinyal yolaklar1 sayesinde anti-mikrobiyal peptidler ve pro-
enflamatuvar sitokinlerin tiretimini endiikler (Kawai ve Akira, 2006).

TLR’ler ile tanima ve sinyalizasyon, ASH (antijen sunan hiicre)’lerin aktivasyonu
ve edinsel immiin yanitin uyarimi i¢in onemlidir. TLR’ler, temel transkripsiyon
faktorleri NF-kB, aktivator protein-1 (AP-1) ve IFN regiilator faktor (IRF) 3/7
aktivasyonunu saglayan, LPS, lipoprotein ve niikleik asitler gibi ¢esitli bakteriyel
PAMP’lart tanir. Boylece, TLR sinyalizasyonu ¢esitli pro-enflamatuvar sitokinlerin
(TNF-a, IL-12, IL-6, IL-1p, tip I IFN’lar) iiretimini ve dogal ve edinsel immiinite
arasinda koprii gérevi goren es-uyaran (CD80, CD86) molekiillerinin ekpresyonunu
saglar. Yapilan caligmalarda, enfekte makrofajlar ve DH’lerde B. abortus ve B.
melitensis’in klirensi i¢in gerekli oldugu saptanan TLR-9’un konak savunmasinda
onemli rolii oldugu gosterilmistir. Ozellikle IL-12 iiretimini endiikleyerek Thl tip
yanit olusumuna yardimei olur.

Yapilan ¢alismalarda, TLR-2 ve TLR-4’iin Brucella’nin taninmasinda rol oynadig1
gosterilmistir. TLR-2, Omp16 (outer membrane protein 16) ve Omp19 gibi B. abortus
lipoproteinleri tarafindan stimiile edilen peritoneal makrofajlarda TNF-a, IL-6, IL-12

ve IL-10 salinimini uyarir ve pro-enflamatuvar yanittan sorumludur (Giambartolomei
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ve ark.,2004; Oliveira ve ark., 2008). TLR-4’tiin TLR-9 ile uyumlu ¢alistig1 B.
melitensis direncinde gosterilmistir. TLR-4 ile Brucella LPS’sinin etkilesimi NF-
kB’yi uyarir ve Brucella tiirtine ait lumazin sentaz enzimiyle etkilesimi artan es uyaran
molekiilleri ve MHC smif II ekspresyonunu takiben DH olgunlagmasini stimiile eder
(Berguer ve ark., 2006; Oliveira ve ark., 2008).

Brucella enfeksiyonu siiresince, makrofaj/DH’lerde IL-12, TNF-a iiretimi ve DH
olgunlasmasi bozulur. MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) proteini
yoklugunda enflamatuvar kemokinlerin; RANTES (CCL5), MCP-1 (CCL2; Monocyte
chemoattractant protein 1), MIP-1a (CCL; macrophage inflammatory protein 1-alpha)
seviyeleri azalir (Macedo ve ark., 2008). MyD88 molekiilii, T hiicre aracili IFN-y
tiretimi ve bruselloz kontrolii i¢in gereklidir. Ayrica, enfeksiyon siiresince Thl yaniti
uyarimi MyD88 bagimli yolak ile diizenlenmektedir. Bu molekiil, IL-1 ve IL-18’ii¢ine
alan diger enflamatuvar sinyal yolaklarinda da kullanilmaktadir (Macedo ve ark.,
2008).

TLR-6, bakteriyel peptidoglikan ve lipoproteinleri tanir ve TLR-2 ile uyumlu
calisarak NF-«B sinyal yolagini endiikler. TLR-9’un, farelerde B. abortus enfeksiyonu
kontroliinde 6nemli rol oynadig1 gozlenmistir (de Almeida ve ark., 2013; Ozinsky ve
ark., 2000).

2.12.1.3. Fagositer Hiicreler

Fagositoz, viicuda giren mikroorganizmalarin ya da viicutta 6lmiis olan hiicrelerin
fagositik hiicrelerce taninip yutularak ortadan kaldirilmasi islemidir. Bu islemde gorev
alan en 6nemli hiicre gruplari; dogal immiin sistem elemanlarindan nétrofiller ve
makrofajlardir.

Notrofiller bakteriyel enfeksiyonlarin akut fazinda koruyucu rol oynar. Patojenin
bulundugu alana ilk gelen hiicreler nétrofillerdir. Ayrica mikrobiyal patojenlere karsi
dogal immiin yanitta gorev alan en 6nemli kisa omiirlii fagositik hiicrelerden biridir.
Brusellozda bu hiicreler, efektif degraniilasyon i¢in uyarilmamistir. Brucella patojeni
noétrofiller icerisinde replike olamasa da enfeksiyonun baslangi¢c evresinde hayatta
kalabilir (Barquero-Calvo et al., 2007). Brucella lenfoid dokulara gegerken, tasinmaya

yardimer olan hipoksilat, fosfolipaz A2, katelisidin, lizozim, reaktif oksijen ara
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tiriinleri (ROI) ve reaktif nitrojen ara {iriinleri gibi defensinlere karsi farkl
antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarina sahiptir. Konak immiin sistemi, Brucella'y:
TLR-2, TLR-4 ve TLR-5 reseptorleri ile tanir (Iwasaki and Medzhitov, 2004).

Makrofajlar, dogal immiin sistemin anahtar elemanlaridir ve dokularda
Brucella’nin hiicre i¢i replikasyonu i¢in 6nemli bir bolge olusturduklart gosterilmistir.
Makrofajlar tarafindan hiicreye aliman Brucella bakterilerinin % 90'mmdan fazlasi
fagositozdan hemen sonra oldiirtiliirken bir kismi hayatta kalmay1 basarir ve fagositik
hiicrelerin yagamini etkilemeden c¢ogalma i¢in uygun ortam hazirlar. Aktive
makrofajlar hiicre i¢i Brucella'y1 6ldiirmede daha etkilidir (Jiang ve Baldwin, 1993).
Ayrica yapilan ¢aligmalarda, yabanil tip (wild-type) viriilan suslarin, enfeksiyondan
sonraki bir zaman araliginda da c¢ogalabildigi gozlenmistir (Baldwin ve Goenka,
2006).

Farkli Brucella tiirlerinin karsilagtirildigi bir ¢alismada, B. abortus, B. suis ve B.
melitensis’in insan ve fare makrofajlarinda etkili sagkalimlart ve replikasyonlari
gosterilmigtir. B. ceti ve B. pinnipedialis gibi deniz tiirlerine ait bazi suslarin, insan
makrofajlarinda B. melitensis ile ayni seviyeye kadar replike olabildigi gézlenmistir.
Diger suslar ise 48 saat i¢cinde temizlenmis veya hi¢ fagositoz olmamistir (Maquart ve
ark., 2009).

Bunlarin yaninda, B. mikroti, insan ve fare makrofajlarinda viriilan B. suis'den daha
etkili bir sekilde cogalmis ve farelerde geliskin letalite gdstermistir (Jimenez de
Bagues ve ark., 2010). Bu sonuglar, yeni izole edilen Brucella tiirlerinin insanlar igin
yuksek patojenik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Makrofajlarin enfekte olmasi sadece hiicre ic¢i bakteriyel ¢ogalma ile iliskili
degildir, aym zamanda makrofaj fonksiyonlar1 ile etkilesime de baglhdir. Insan
monositlerinde / makrofajlarinda B. abortus, FCyRI reseptoriiniin ve FcyRI aracili
fagositozun IFN-y ile endiiklenmis ekspresyonunu inhibe eder; fare makrofajlarinda
ise B. abortus’un LPS’si antijen sunumu ve T hiicre aktivasyonunu inhibe eder
(Forestier ve ark., 2000). Brucella bakterisine ait ¢esitli faktorler insanda spesifik
etkiler gosterebilir; makrofaj benzeri hiicrelerin TNF-a ekspresyonunun inhibe

edebilmesi de bunlardan biridir.
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2.12.1.4. Dogal Lenfoid Hiicreler (ILCs)

Dogal lenfoid hiicreler (ILCs), dogal immiin yanitlarda ve doku yapilanmasinda
onemli rol oynayan, efektor ve diizenleyici fonksiyonlara sahip lenfoid hiicrelerdir. Bu
hiicreler antijen reseptorii eksprese etmezler. B ve T hiicrelerinin kdken aldig1 benzer
ortak lenfoid prekiirsorlerden kaynaklanirlar. Dogal lenfoid hiicrelerin gelisimi
siiresince bu hiicrelerin ti¢ farkli yardimer alt gruba ayrildigi ve CD4" T hiicre alt
gruplarina benzer sekilde farkli sitokin gruplar salgilayarak fonksiyon gosterdikleri
bilinmektedir.

Dogal lenfoid hiicrelerin, ILC1, ILC2 ve ILC3 olmak tizere farkli sitokin gruplari
tireten ve farkli transkripsiyon faktorleri eksprese eden {i¢ alt grubu bulunmaktadir.
Bunlar, CD4" T lenfositlerin alt grubu olan Th1, Th2 ve Th17 hiicreleri ile analogtur.
ILC1’ler, Thl hiicrelere benzer sekilde, IFN-y iiretir ve transkripsiyon faktorii T bet
eksprese ederler. ILC2’ler, Th2 hiicrelere benzer sekilde, IL-5, IL-9 ve IL-13 iiretirler,
transkripsiyon faktorii olarak GATA-3 eksprese ederler. ILC3’ler ise Th17 hiicrelere
benzer sekilde IL-17 ve IL-22 iiretirler, transkripsiyon faktorii RORyt eksprese ederler.
ILC’ler T hiicre reseptorii eksprese etmedigi i¢in farkli mekanizmalar tarafindan aktive
edilmelidir. ILC sitokin iiretimi i¢in tanimli en 1yi uyaranlar, enfeksiyonlara ve doku
hasaria kars1 olusan dogal yanitlarda ortaya ¢ikan diger sitokin gruplaridir. ILC alt
gruplar1 patojenlere kars1 konak savunmasina katilabilir ve enflamatuvar hastaliklara
dahil olabilirler. ILC1’ler daha ¢ok hiicre i¢i mikroplara kars1 savunmada 6nemli rol
oynar. Bu grubun en eski ve en iyi bilinen hiicreleri NK hiicrelerdir. ILC2 grubu,
helmintik parazitlere karst immiin yanitta gorev alir ve alerjik hastaliklarin
patogenezinde yer alir. ILC3’ler ise mukozal bolgelerde bulunur; hiicre dis1 mantar ve
bakterilere karsi savunmaya katilirlar. Lenfoid doku uyarict (LTi) hiicreler, ILC3’lerin
bir alt grubudur. IL-17 ve IL-22 saliniminin yaninda membran molekiilii lenfotoksin-
a ve TNF salgilarlar. Bu molekiiller lenfoid organ gelisimi i¢in 6nemlidir.

Toxoplasma gondii ile enfekte farelerde yapilan bir ¢alismada, ILC1’lerin fazla
miktarda IFN-y ve TNF-a tirettigi, ILC3 ve konvansiyonel NK hiicrelerinin ILC1’lere
oranla bu sitokinleri daha az iiretebildigi gozlenmistir. Bu enfeksiyon modelinde,

ILCI’ler enfeksiyon kontroliinde (enflamatuvar monositlerin enfeksiyon bolgesine
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hizla gb¢ etmesi araciligiyla) gorev alan bir hiicre grubu olarak tanimlanmistir (Klose
ve ark., 2014).

Bir diger ¢alismada, Salmonella enterica aracili intestinal enfeksiyonlara karsi
lamina propriada bulunan bir grup ILC’nin akut enfeksiyon siiresince IFN-y tirettigi
gbzlenmistir. Bu c¢alismanin sonucunda ise intestinal ILCI’lerin mikrobiyal
patojenlere karst immiin savunmay1 destekledigi one siiriilmistir (Klose ve ark.,
2013).

NK hiicreleri, mikrobiyal patojenlere karsi dogal immiin yanitta 6nemli rol oynayan
ve enfekte hiicreleri 6n duyarlilasmaya gerek kalmaksizin 6ldiirebilen biiytik grantllii
lenfositlerdir. Bu hiicre grubu ILC1’lerin igerisinde siniflandirilmaktadir
(unconventional NK cell; ILC1). NK hiicreleri, spesifik immiin yaniti diizenleyen
sitokinler eksprese ederek ve patojenin girdigi hiicreleri yok ederek viriis, bakteri ve
parazitlere karst korunmaya aracilik eder. Temel fonksiyonlari enfekte hiicreyi
oldirmektir ve etkinlik mekanizmalari edinsel immiin yanittaki sitotoksik T
lenfositlerle benzerlik gosterir. Ayrica, NK hiicreler IFN-y tireterek fagositozda gorev
alan makrofajlarin uyarilmasini saglarlar.

Yapilan ¢aligmalarda, aktive olmus NK hiicrelerin enfekte hedefleri oldiirerek
Brucella'ya karsi ilk savunma hattinin olugmasinda gorev aldigi gosterilmistir.
Brucella, IL-2 salinimi i¢in ASH’leri uyararak NK hiicrelerini aktive eder. NK
hiicreleri, IL-2 aktivasyonu ve Thl tipi yanit gelisiminde énemli rol oynayan IFN-y
tiretimi ile Oldiiriicii hiicrelere doniistiiriiliir. Deneysel calismalar NK hiicrelerin
Brucella benzeri bakteriyel enfeksiyonlari, patojeni taniyarak direkt yoldan ya da
sitokin salinimini uyararak indirekt yoldan engelledigini gostermektedir. Ayrica, 1s1 ile
oldiriilmiis B. abortus ile bagisiklanan farelerden elde edilen veriler, B hiicreleri
tarafindan poliklonal antikor iiretiminin uyarilmasinda NK hiicrelerinin de rolii
oldugunu gostermektedir.

Insanlarda, akut brusellozu olan hastalarin PKMH’leri gegici olarak NK
sitotoksisitesini gostermekte ancak etkili tedaviden sonra normal fonksiyona
donmektedir, bu da NK yanitlarinin etkinliginin brusellozun gelisimi i¢in 6nemli

olabilecegini diistindiirmektedir.
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2.12.1.5. Antijen Sunan Hiicreler (ASH)

Mikroplarin viicuda giris yerleri olan epitelyal bolgeler, antijeni yakalayip periferik
lenfoid dokulara tasiyan 6zgiil hiicrelerle doselidir. Antijenlerin taniip yakalanmasi
en iyi DH gruplarinda tanimlanmastir.

DH’ler de makrofajlar gibi dogal immiin yamitta gorev alan anahtar
elemanlardandir. Bu hiicreler, Brucella benzeri hiicre i¢i bakterilere karsi edinsel
immiin yanitin da uyarilmasini saglarlar. DH’ler bakterileri elimine etmek i¢in ¢esitli
endiikleyici mekanizmalara sahiptir. Bakteriler ise hiicresel immiin yanitlardan
kacinmak ve uzun siireli enfeksiyon olusturmak i¢in bu fagositik hiicreleri istila
edebilir. Brucella tiirleri kronik enfeksiyon olusumu i¢in, konagmm ASH’leri ve
antimikrobiyal {iriinleri ile etkilesen viriilans faktorleri veya PAMP’lar1 eksprese eder.
Bu strateji, ASH’lerin diisiik stimiilator aktivitesi ve toksisitesi ile karakterizedir. Bu
sayede bakterilerin, Thl tip immiin yanitlarin aktivasyonundan Once hiicre igi
replikatif forma ulasmasi saglanir. Brucella’nin dogal immiin taninmasi ile iliskili
PAMP’lar arasinda LPS (Br-LPS) en iyi tanimlanmis olanidir. Br-LPS, Brucella’nin
konakta yasamini siirdiirmesi ve replike olmasi i¢in gerekli immiinomodiilator
faktordiir. Enfeksiyonun erken sathalarinda diisiik immiinostimiilator aktivite gosterir,
mikrobu maskeleyerek dogal immiin taninmadan gizler. Ayrica kronik hastalik
gelisimi ile dogal immiin yanit1 negatif yonde stimiile eder.

Antijen sunan hiicreler (makrofaj, DH), asagida 6zetlenen farkli mekanizmalarla
Brucella bakterisini yok etmeye ¢alisirken, bakteriler de bu mekanizmalara asagida
siralanan yontemlerle engel olmaya calismaktadir.

Brucella’ya kars1 konak immiin yanitinda antijen sunan hiicrelerin rolii:
e Fagositoz ve otofaji
e Antimikrobiyal katyonik peptidler (defensinler)
o Oksidatif patlama (reactive oxygen species, ROS)
e Sitokin dretimi (TNF-a, 1L-12)
e Kemokin salinimi (makrofajlar) MCP-1, RANTES, MIP1a/MIP1f3
e Antijen sunumu

Konak immiin yanitina karst bakterilerin savunmast

Fagozom filizyonunun inhibisyonu

28



e Fagositoz ve bakterisidal fonksiyonun inhibisyonu
e BCV biyogenezi

e Tip IV sekresyon sistemi

e Kompleman atagindan korunma

e TNF-a liretiminin makrofaj ve DH’lerde azaltilmasi

e Makrofajlarda defektif IFN-y sinyal iletimi

Yapilan g¢alismalarda Brucella'nin insan ve fare DH'lerinde etkili bir sekilde
cogaldig1 gozlenmistir (Billard ve ark., 2005; Salcedo ve ark., 2008). In vitro’da,
Brucella’nin DH'lerdeki replikasyonunun, immiin sistemi uyarici sinyalleri azalttigi ve
kronik enfeksiyon gelisimini destekledigi gosterilmistir (Billard ve ark., 2007; Salcedo
ve ark., 2008). Zwerdling ve ark., Brucella’nin DH’lerin aktivasyonunu &nemli

derecede endiikledigini gostermistir (Zwerdling ve ark., 2008).

2.12.1.6. Sinirh Antijen Reseptor Cesitliligi Olan Hiicreler

T ve B hiicrelerinin ¢ogu, edinsel immiin sisteminin bilesenleridir ve farkli antijen
gruplarini taniyabilen spesifik bir repertuar ile karakterize edilir. Bunun yaninda, bazi
kiiglik lenfosit popiilasyonlari, yapisal olarak T ve B hiicrelerine benzer antijen
reseptorlerini eksprese eder ancak bu reseptorlerin ¢esitliligi oldukca azdir. Bu T ve B
hiicre alt gruplar1 bir ¢ok farkli mikrobiyal tiir tarafindan salinan yapilar1 taniyabilir.
Simirlt sayida antijen reseptor ¢esitliligi olan hiicreler; yo T hiicreler, degismez NKT
(iNKT) hiicreler ve mukoza-iliskili degismez T (MAIT) hiicreler gibi hiicre gruplarini
kapsamaktadir.

vo T hiicre reseptorii (TCR) eksprese eden T hiicreler fare ve diger hayvanlarin
periferal kan ve lenfoid organlarin % 5 oraninda bulunurlar (Collins ve Kaufmann,
2001). Bu hiicreler lenfoid dokularda DH morfolojisi olusturabilen biiyiik graniiler
lenfositler olup, bazilar1 CD8" fenotipindedir. Genel olarak yd T hiicrelerinin MHC ile
sinirli olmadigr kabul edilir. Cogunlukla sitotoksik T hiicreleri gibi fonksiyon
gosterirler (Raia, 2004). yo T hiicreleri, islenmemis protein antijenleri ve kiiglik

organik fosfat molekiilleri gibi birgok antijeni taniyabilir.
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Farelerde yapilan ¢alismalarda bu hiicrelerin enfeksiyonun erken safhasinda énemli
rol oynadig1 ortaya konmustur (Dieli ve ark., 2003; Lee ve ark., 2004). Arastirmacilar,
vd T hiicrelerinin insanlarda akut B. melitensis enfeksiyonu sirasinda arttigini
gostermistir (Bertotto ve ark., 1993).

vd T hiicreleri CD1 ailesinin bir kismi1 dahil olmak iizere polimorfik olmayan
antijen sunan molekiiller tarafindan kisitlanmistir. Bu nedenle, sadece enfeksiyona
kars1 primer yanitta 6nemli rol oynayabilen, dogal ve nonspesifik bir immiin yanit
temsil edebilirler. Bu hiicre tipi, antijen sunumuna ihtiya¢ duymaz ve hizli IFN-y
salinimi ile enfeksiyona hemen cevap verebilir (Angulo and Swerdlow, 1995).

Insanda Brucella fosfoantijenleri, enfeksiyonun erken safhasinda Vyovs2 T
hiicrelerini aktive eder. Periferal kan Vy9V42 T hiicreleri akut brusellozlu hastalarda
artmis ve tedavi sonrasi diisiis gostermistir. Vy9Vo2 T hiicrelerinin temas-bagimli ve
bagimsiz mekanizmalar araciligiyla Brucella gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
durum, graniil ve FasL aracili sitotoksisite, makrofaj aktivasyonu, IFN-y aracili
bakterisidal etki, graniilosin ve katelisidin gibi bakterisidal faktorlerin salinimi ile
gerceklesir. Ayrica giincel caligsmalar enfekte insan makrofajlarindaki Vy9Vo2 T
hiicrelerin anti-Brucella etkisinde NKG2D reseptorlerinin  endiikleyici rolleri
olabilecegini gostermistir. Bazi veriler ise y6 T hiicrelerinin immiinolojik hafiza
gosterebilecegini ve bu nedenle asilama icin Onemli hedefler olabilecegini
diistindiirmektedir.

NKT hiicresi, dogal 6ldiiriicii hiicre soyunun bir veya daha fazla markerine sahip
bir CD3" T hiicresidir. Bu hiicre tipi baskin olarak karacigerde bulunur ve sadece sinif
IT CD1 molekiillerinin (insanlarda CD1d, farelerde CDI1) aracilik ettigi antijen
sunumuna cevap verir (Bendelac ve ark., 1995; Seki ve ark., 2000). NKT hiicresi,
antijen sunan makrofajlardan IL-12 iiretimini endiikler ve Th1 benzeri immiin yanitlar
olusturarak NK hiicre aktivitesini up-regiile edebilir (Eberl ve ark., 2000; Lee ve ark.,
1998).

En iyi bilinen CD1d bagimli NKT hiicre alt grubu iNKT hiicrelerdir ve invariant
T hiicre reseptdr a zinciri eksprese ederler. Disaridan gelen tehlike sinyallerine ve pro-
enflamatuvar sitokinlere hizlica yamit olusturmalar1 ag¢isindan Onemlidirler. Bu
hiicreler, kronik enflamatuvar hastaliklarda (otoimmiin hastaliklar, astim ve metabolik

sendrom) da etkin bir role sahiptir. insan hiicreleri iizerindeki in vitro calismalar, NK
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ve CD4" iNKT hiicrelerinin, sitotoksik aktivite ve IFN-y salinim1 yoluyla Brucella'ya
kars1 antibakteriyel immiin yanit katkisini da gostermistir.

MAIT hiicreler, degismez af TCR eksprese eden bir T hiicre alt grubudur. Bu
hiicreler, riboflavin (vitamin B.) sentez yolaginin fungal ve bakteriyel metabolitlerini
tanir. Bu metabolitler, non-polimorfik sinif | MHC-benzeri molekiil olarak adlandirilan
MHC smif I iliskili protein 1 (MR1) araciliiyla sunulur. MR1 ligandlar1 ubikitozdiir
ve kommensaller de dahil olmak iizere bir¢ok bakteride bulunabilir. Riboflavin
biyosentez yolagi MAIT hiicre ligandlarini saglar. Bu yolak, MAIT hiicrelerini aktive
eden mikroplarda etkinlik gosterebilir. En iyi tanimlanmig MAIT hiicreler CD8" T
hiicrelerdir ve mikrobiyal riboflavin tiirevlerinin MR1 siirlit sunumu ya da direkt
olarak 1L-12 ve IL-18 sitokinlerinin uyarimi ile aktive olurlar. MAIT hiicreler, IFN-y
ve TNF gibi enflamatuvar sitokinlerin salinim1 ve enfekte hiicrelere kars1 sitotoksisite
gosterilmesi gibi efektor fonksiyonlara sahiptir. Bu hiicreler bir¢ok bakteriyel zincire
ve mayalara yanit olusturabilir; Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Candida glabrata, Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae bunlardan
bazilaridir. In vivo ortamda MAIT hiicrelerin anti-bakteriyel immiinitedeki roliinii test
etmek i¢in yapilan bir galismada MR 17" fareler kullanilmus ve farelerin K. pneumoniae,
Mycobacterium bovis, Francisella tularensis enfeksiyonlarinin kontroliinde basarili
olamadiklar1 gézlenmistir (Chua ve ark., 2012). Calismanin sonunda, MAIT hiicrelerin
MRI1 bagimh yoldan IL-12 ve IL-18 kombinasyonu ile aktive edilebilecegi ve bu

durumun immiinoterapide kullanilabilir olacagi dngoriilmiistiir.

2.12.2. Brusellozda Edinsel immiin Yanit

2.12.2.1. Hiimoral immiin Yanit

B lenfositler, edinsel immiin yanitin antijene 6zgii antikor iiretimi ile karakterize
olan hiimoral kolunu yonetir. Bu hiicrelerin nétralizan etkilerinin yan sira tirettikleri
antikorlar sayesinde opsonizasyon ve bakteri fagositozuna, kompleman aktivasyonu,
makrofaj, nétrofil ve NK hiicre aracili antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC),

antijen sunumu gibi olaylarda da 6nemli rolii vardir (Baldwin ve Goenka,.2006). Hiicre
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ici bakteriyel enfeksiyonlara karst hiimoral immiinitenin rolii sinirhidir ve koruyucu
degildir. Antikor aracili opsonizasyon (IgM, IgG1, IgG2a, IgG3) bakterinin fagositik
almmmin destekler ve Brucella enfeksiyonunu baslangi¢ sathasinda sinirlar ancak
hiicre ici etkisi azdir.

Giincel galismalarda, brusellozlu B hiicre-eksik farelerde konak savunmasinda Th1
yanitlarinin kritik rolii gdsterilerek B hiicrelerin regiilatdr roliine yeni bir bakis agis1
getirilmistir. Hastaligin erken fazi siiresince B hiicreler IFN-y aracili Thl yanitlarina
katilan ve enfeksiyon devamliligini destekleyen IL-10 ve transforming growth factor-
beta (TGF-p) tiretir. Brusellozda B hiicrelerin yoklugu antikor bagimsiz hiicre yaniti
ile iligkilendirilmistir (Goenka ve ark., 2011).

B hiicrelerin brusellozdaki roliinii anlamaya yonelik ¢alismalarda; opsonize B.
abortus’un farelerde B hiicreleri enfekte ederek yasamini siirdiirdiigii ve yiiksek
diizeyde IL-10 salinimin1 endiikleyen viriilans faktorii prolin rasmaz (PrpA) eksprese
ettigi gozlenmistir. B hiicre proliferasyonu, makrofajlar ile etkilesime giren ve kronik
enfeksiyonun olusturulmasi icin gerekli olan birka¢ ¢oziiniir faktorii serbest birakan
Brucella viriilans faktorii PrpA'nin salgilanmasiyla baslatilir. Ayrica, Brucella PrpA
bagimli enfeksiyonun erken evrelerinde IFN-y, TNF-a, IL-10 ve TGF-B1 sitokin
seviyelerini degistirir (Spera ve ark., 2006). Son ¢alismalar, Br-LPS ve PrpA'nin konak
immiin mekanizmalar1 ile etkilesime girme yetenegine sahip immiinomodiilator
molekiiller oldugunu agiklamaktadir. Bu molekiiller IFN-y'nin salinimini inhibe

ederken IL-10"un salimimim arttirirlar.

2.12.2.2. Hiicresel immiin Yamt

Dogal immiinite her ne kadar enfeksiyonun akut fazinda Brucella replikasyonunu
kontrol etse de kronik fazda daha 1yi diizenlenmis bir edinsel immiin yanita ihtiyag
vardir (Baldwin and Goenka, 2006). Hiicresel immiinitenin temel hiicreleri CD4* ve
CD8" T hiicreleridir. ASH’lerin aktivasyonunu takiben naif ThO hiicreler sirastyla IL-
12 ve IL-4 uyarimi araciliiyla Th1 ve Th2 alt gruplarina farklilagir (Sekil 6). CD8" T
hiicreler ise sitotoksik lenfositler halini alir. Thl hiicreler, IFN-y ve IL-12 iiretimi ile
hiicre aracili immiiniteyi aktive ederken, Th2 hiicreler IL-4, IL-5 ve IL-10 iireterek

hiimoral immiiniteyi aktive eder.
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Sekil 6. Brucella enfeksiyonunda immiin sistem hiicrelerinin farklilagmasi (Goldings ve ark.,2001)

Brucella, konak savunma mekanizmalarindan kagmak i¢in ¢oklu stratejiler
gelistirmistir ve kronik enfeksiyon gelismesini destekler (Monack ve ark., 2004).
Enfeksiyon baslangicinda ve edinsel immiin yanitlarin kontroliinde DH gibi hiicreler
onemli rol oynar (Kapsenberg, 2003). Bazi giincel ¢alismalarda, bu patojenin
DH’lerde prolifere oldugunu ve Brucella ile enfekte DH’lerde MHC sinif 11, CD80 ve
CDS86 ekspresyonunun azaldigini gostermektedir (Billard ve ark., 2007). Brucella’nin
klirensi i¢in IFN-y aracili tip [ immiin yanitlara ihtiya¢ vardir (Goenka ve ark., 2011).
Brucella, IFN-y aracili MHC smif I ve MHC sinif 11 ekspresyonunu diizenler, sitokin
regiilasyonuna bagli bir mekanizmadir (Gentilini ve ark, 2015); MHC sinif I ve II’nin
inhibisyonuyla sonug¢lanir (Barrionuevo ve ark., 2013).

Brusellozda, edinsel immiin yanit mekanizmalar1 ti¢ temel basamaga ayrilir; ilk
basamakta, Brucella’nin hiicre i¢i yasami inhibe edilir, makrofajlarda bakterisidal
fonksiyonu CD4* ve CD*8 T hiicreler IFN-y iiretir. Ikinci olarak, enfekte makrofajlar
sitotoksisiteye sebep olan CD8" T hiicrelerce dldiiriiliir. Ugiinciisii, endositik kisimda
Brucella’nin opsonizasyonu fagositozu destekleyen IgG2a ve IgG3 ile olur (Goenka
ve ark., 2011; Martirosyan ve ark., 2011). Ayrica, IL-12, IFN-y ve TNF-a brusellozda
anahtar sitokinlerdir, dogal ve edinsel immiin yanit1 baglatarak immiin iligkili hiicrelere
komut verirler.

Brucella konakta kronik enfeksiyon olusumuna sebep olacak sekilde yasamini
devam ettirir. Kronik brusellozda immiinsiipresif etki, efektor T lenfositlerin
regiilasyonunda 6nemli rol oynayan CD4" CD25" T hiicrelerinin artisiyla olusur

(Pasquali ve ark., 2010). Brucella, IL-12 salinimini ve enfekte DH'lerin T hiicre

33



uyarimini onleyerek koruyucu Th1l immiin yanit olusumuna miidahale eder (Salcedo
ve ark, 2008). Sonu¢ olarak DH’lerin olgunlasma kapasitesi MHC smif II
molekiiliiniin ekspresyonuna bagl olarak azalir (Billard ve ark., 2007; Salcedo ve ark.,
2008). Olgunlasmamis DH’ler tolerojenik 6zelliklere sahiptir ve Brucella bu
ozellikleri DH aktivasyonunu inhibe ederek immiin yanitlari bozmak i¢in kullanir.
Tolerans baslangicinin DH'lerle sinirli olmadigini gosteren kesin kanitlar vardir, ancak
tam olarak olgunlasmis DH'ler, uzun siireli kronik enfeksiyonun ortaya ¢ikmasina
neden olan toleransi endiikleyebilmektedir (Lutz ve Schuler, 2002). Ayrica,
olgunlasmamis DH'lerin CD4" naif T hiicrelerle etkilesimi, Treg (T regiilator)
hiicrelerin diizenleyici etkisini endiikleyebilir ve TGF- bagimli Th1 yanitini 6nler, bu
durum insanda kronik bruselloz vakalarinda gézlenmistir (Elfaki ve Al-Hokail, 2009).

Brucella ile enfekte makrofajlar, konagin immiin yanitini uyaran antijeni sunmak
icin DH'leri aktive eder (Billard ve ark., 2007). CD4" T hiicrelerinin olgunlasmamis
DH'lerle etkilesimi, CD8" sitotoksik T hiicre uyarimi igin gerekli sinyalleri
olusturamaz. IL-10 seviyesinde azalma, konakta Brucella’ya kars1 direng mekanizmasi
gelistigini gosterir (Smith ve ark., 2004). Bu bulgular Brucella'nin antijen sunumunu
engelledigini ve dogal ve edinsel immiin mekanizmalar arasindaki etkilesimde 6nemli
rol oynadigini gostermektedir.

Br-LPS’si, edinsel immiin yanit ve T hiicrelere antijjen sunumunun baslamasina
yardimci olan yapisal ve davranigsal farkliliklara sahiptir (Conde-Alvarez ve ark.,
2012). LPS, makrofaj hiicre yiizeyine antijen yiiklenmesi ve islenmesi igin dzellesmis
bolgeler olan boliimlerden geri doniistiiriildiikten sonra makrodomen kiimelerini
olusturur. Bu makrodomen kiimeleri, Br-LPS, MHC simif II molekiilleri ve lipid
raftlar1 icerir. MHC sinif II molekdilleri, immiin yanitin baglatilmasin1 kolaylastiran
kompleksler olustururken, Brucella LPS’si Thl tip yanitlar1 zenginlestirir (Lapaque ve
ark., 2006). Br-LPS’nin PKMH’lerce iiretilen IL-10"u endiikledigi de raporlanmistir.
Edinsel immiin yanit, bakterilerin yok edilmesi ve konagi koruma amacli dogal immiin
yanitin aktivasyonundan sonra etkinlesmeye baslar. Brusellozda edinsel immiinitenin
Thl tipi ile ilgili ¢aligmalar sonucu:

-Th1’in anahtar elemanlar1 olan IFN-y, IRF-1 ve IL-12 eksik farelerde enfeksiyona
hassasiyet gelistigi (Brandao ve ark., 2012),
-Th1 iliskili sitokinlerin (IFN-y ve IL-12) kontrolii ile farelerde bir korunma
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mekanizmasi olustugu (Martirosyan ve ark., 2011),

-Cesitli antijenlerin in vitro’da stimiilasyonu sonrast, fare splenositleri ve CD4™ T
hiicreleri sigir CD4" T hiicreleri ve insan PKMH’leri ve T hiicreleri ile IFN-y
sekresyonu gergeklestigi,

-Bruselloz hastalarinda Th1 tip yanitlarin sergilendigi ve azalan Thl yanitlari ile
kronik/relaps hastalik arasindaki korelasyon oldugu (Akbulut ve ark., 2005),
-Hastaliga duyarlilikla iliskili veya polimorfizmlerle meydana gelen genetik
farklilasmalar ve Th1 tipi yanitlara dahil molekiillerde mutasyonlar olustugu
(Skendros ve ark., 2011) gézlenmistir.

Bakteriyel antijenler MHC sinif II yoluyla CD4" T hiicrelerine sunulur. Bu olay
bruselloza karsi savunmada primer onemi olan CD4" T hiicrelerin aktivasyonu ile
sonuglanir. CD4" T hiicrelerinin roli, birgok hiicre i¢i patojen agisindan yaygin olarak
degerlendirilmistir. Hiicreici patojenlere karsi savunmada IFN-y iiretimi, bu hiicreler
icin en Onemli efektér mekanizmayi olusturmaktadir. CD4" T hiicrelerin IFN-y
tirettiginin kesfedilmesinden sonra etkili bir primer immiin yanitin CD4" T hiicrelere
bagli gelistigi anlasilmistir. Ayrica, kronik brusellozlu hastalarda CD8* T hiicrelerinin
proliferasyonu tanimlanirken; CD4" T hiicrelerinin kronik brusellozda gelismedigi
gosterilmistir.

Calisilan fare modellerinde enfeksiyona karsi direng veya iyilesme direnci
genellikle mononiikleer fagosit sisteminin, 6zellikle dalagin organlarindaki koloni
olusturan birimlerin (CFU) belirlenmesiyle degerlendirilir. Pavlov ve arkadaslar
tarafindan yapilan deneyler, T hiicrelerinin farelerde Brucellanin temizlenmesi igin
gerekli oldugunu ve bu gereksinimin antikor tiretimi i¢in T hiicresi yardimu ile iliskili
olmadigini gostermistir. Buna gore, Br-LPS'ye kars1 antikor cevabinin T hiicresinden
bagimsiz oldugu anlasilmistir (Gill ve ark.,1992).

Brucella immiinolojisinde IFN-y roliiniin kismi de olsa agiklanmasi, bu hastalikta
T hiicrelerinin merkezi roliinii ortaya koymustur. Elde edilen tiim veriler, CD4" T
hiicresinin brusellozda IFN-y nin en biiytik iireticisi oldugunu gostermektedir.

Zhan ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, Brucella ile enfekte farelerin dalak hiicrelerinde
Brucella antijenlerine yanit olarak IFN-y ve IL-12 iretildigini gostermistir. Ayrica,
¢oziiniir Brucella proteinleri (SBP) ile immiinize edilmis farelerin dalak hiicrelerinde

ise onemli miktarda IL-12 iiretilirken, IFN-y {iretiminin g6z ardi edilecek kadar az
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oldugunu gozlemlemisglerdir. Calismanin sonuglari, antijen formunun immiin yanit
olusumunda 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir.

CD8" T hiicreler, MHC smif I aracilig1 ile sunulan ve ASH’lerin sitoplazmasindan
kaynaklanan antijenleri tanirlar. Bruselloz gibi bakteriyel enfeksiyonlar1 sitokin
salinimu, sitotoksisite ya da mikrobisidal aktivite ile kontrol ederler. Bu hiicreler IFN-
v ve TNF-a gibi tip I sitokinlerin kaynagi olarak fonksiyon gostermelerinin yani sira
dokulardaki enfekte makrofajlar1 6ldiirerek koruyucu etkiye katilabilirler.

Makrofajlarin aktivasyonu nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen ara iirlinlerinin
(ROJ) tiretimine yol acan nitrik oksit sintaz (iNOS) iiretiminin artis1 ile sonuglanir. Bu
durum bakterilerin azalmasini saglar. CD8" T hiicreler, perforin aracili
mekanizmalarla enfekte makrofajlar1 6ldirebilirler. Perforin, CD8" T hiicrelerin
graniillerinde bulunan bir protein olup, enfekte makrofajlarin membranlarinda porlar
olusturur ve bu hiicrelerin apoptozu ya da lizizi ile sonuglanan granzim A, granzim B,
graniilozin gibi toksik proteinlerin girisine izin verir. Makrofaj apoptozu ayni zamanda
enfekte makrofajlarin tizerindeki Fas ile aktive CD8" T hiicrelerin {izerindeki FasL’in
baglanmasiyla endiiklenebilir. CD8" T hiicreler igerdikleri graniilozin proteini
sayesinde direkt mikrobisidal etki de gosterebilir.

Brucella ile enfekte fare modellerinde, hem primer hem de sekonder immiinitede
CD8" T hiicrelerinin 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Makrofajlardaki B. abortus,
farelerde ve insanlarda sitolitik CD8" T hiicrelerinin aktivasyonu ve proliferasyonu
icin uygun kosullar olusturur (Huang ve ark., 1999). Bu kosullar, 6zellikle makrofajlar
tarafindan IL-12 salimimu ile saglanir ve Brucella antijenlerine yanit olarak sitokin
tretimi endiiklenir. MHC smif I ve CDS8 kisitli oldugu bilinen bir insan immiin
yetmezlik viriisii (HIV) peptidi, 1siyla dldiiriilmiis B. abortus’a konjuge edilmis ve
farelerde spesifik sitolitik CD8" T hiicrelerini endiikledigi gosterilmistir (Lapham ve
ark., 1996).

Genel goriis peptidlerin, antijen islenmesi ile iligkili tasiyict tarafindan
endoplazmik retikuluma taginmak iizere sitoplazmaya ulagmasi ve daha sonra MHC
sinif I molekiilleri ile sunulmasi gerektigi yoniindedir. Ancak yapilan ¢alismalarin
sonucu bu goriise farkl bir bakis agis1 saglayarak bruselloz i¢in koruyucu bellek CD8*

T hiicrelerinin agilama yoluyla endiiklenebilecegi olasiligini ortaya koymaktadir.
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2.12.3. Regiilator T (Treg) Hiicre/ Th17 Hiicre Dengesi

Treg hiicreler, CD4" CD25" Foxp3™* T hiicrelerin negatif diizenleyici islevleri olan
bir alt kiimesidir. Bu hiicreler, IL-10, TGF- ve sitokinlerin salinimiyla immiinsiipresif
etki gosterirler. IL-17, Thl7 hiicrelerce salinan karakteristik bir sitokindir;
organizmalarin immiin homeostazinin devamlililiginda 6nemli rol oynayarak
patojenik mikroplarin yayilimini 6nler. IL-17, bruselloza kars1 koruyu immiin yanitta
da gorev alir (Pasquevich ve ark., 2011).

Treg/Th17 hiicre dengesi, immiin kacis aracili enflamasyon ve patogenezin
kontroliinde 6nemlidir (Yan ve ark., 2015). Tiimor olusumu, enflamatuvar yanitlar
veya otoimmiin hastaliklarin varliginda Treg/Th17 hiicre dengesi bozulur ve ¢esitli
hastaliklar gelisir. Wang ve ark., Brucella ile enfekte farelerde, IL-10 eksprese eden
Treg hiicrelerin, Brucella gelisimini ve yayilimimi destekleyerek, makrofajlar ve
baslatict proenflamatuvar/antienflamatuvar sitokinler arasinda fonksiyonel denge
bozukluguna sebep oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2014).

Calismalarda, Brucella M5-90 dis membran proteini ile bagisiklanan koyunda,
Treg hiicrelerin immiinsiipresif etki gosterdigi raporlanmistir. Ayrica, Treg hiicrelerin
azaldig1 durumlarda IFN-y, CD4" Thiicre ve CD8" T hiicre immiin yanitlar1 gelismistir
(Wang ve ark., 2014). Arastirmacilar, brusellozun Treg/Th17 hiicre dengesizligi ile
iligkili olabilecegini 6ne siirmiistiir. Hastaligin olusumu ve gelisimi ile ilgili Treg/Th17
denge bozulmasi ile endiiklenen immiin mekanizmanin tipi ¢cok net degildir. Bu konu

ile ilgili daha ¢ok arastirmaya ihtiyag vardir.

2.12.4. Bruselloz ve otofaji

Otofaji, dinamik, hiicresel ve homeostatik bir siirectir. Cift membranli vezikiillerle
ayrilmig sitoplazmik hedefler otofagozomlar olarak adlandirilir ve degredasyon igin
lizozomlara gonderilir. Otofaji 6nemli bir dogal immiin mekanizmadir ve gesitli hiicre
i¢i patojenlerini otofagozomlarda hidrolitik degredasyon araciligiyla direkt elimine
eder. ASH’ler patojenin yutulmasi, TLR sinyalizasyonu ve Thl hiicrelerince IFN-y

salmimi, hiicre i¢i bakterilere karsi otofajik mekanizmanin potansiyel uyaranlaridir.
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Yapilan c¢aligmalarda, in vitro’da otofajinin farmakolojik inhibisyonunun B.
melitensis’in hiicre i¢i replikasyonunu énemli 6lgiide azalttigi gozlenmistir.

Hiicre i¢i patojenler, konagin otofajik yolagina katilmak i¢in, membran hasarlama,
hiicresel taninmadan kagma ve replikatif mekanizmalarin gelismesi gibi cesitli
stratejiler gelistirmistir. Brucella replikasyonu i¢in (rBCV) endositik kompartmanla
ER flizyonu, vezikiiler taginmayi1 saglayan Sarl ve Rab2 proteinlerine bagiml
gergeklesir. Brusellozun erken evresi boyunca, makrofajlar ve epiteloid hiicrelerde,
rBCV, otofajik BCV (aBCV) olarak bilinen 6zellesmis yapilara ¢evrilir. Son
calismalar, otofaji iliskili proteinlerin rBCV biyogenezinde 6nemli rol oynadigini ve
hiicre i¢i yasam dongiisiiniin tamamlanmasini destekledigi yoniindedir (Starr ve ark.,
2008, 2012). Bunun yaninda, rBCV’den aBCV’ye doniisiim, BECLINT1, PI3K, ULK1
ve Atgl4L gibi otofaji baslatici proteinlere baglhidir ancak otofagozom olusumunun
durmasi i¢in Atg5, Atg7, LC3B, Atg4B ve Atgl6L1 otofaji uzama proteinlerine ihtiyag
vardir (Starr ve ark., 2012). Otofaji mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte,
yapilan bir ¢alismada, otofagozom gelisimi BECLIN1 ve PI3K kompleks
olusturdugunda endositik bolgede basladigi ancak Atgl14L’deki tilkenmenin ER’de yer
alan BECLIN1 kompleksinden baslayan aBCV olusumunu azalttig1 gozlenmistir
(Starr ve ark., 2012). Brucella’da dogal ve edinsel immiin mekanizmalarda otofajinin

rollinii aragtirmak i¢in daha fazla calisma gereklidir.

2.12.5. Bruselloz ve apoptoz

Apoptoz, programli hiicre Oliimiiniin genellikle kaspaz aracili ve hiicre ici
bakterilere karsi savunmayr destekleyen iyi diizenlenmis bir yoludur. Apoptoz,
sitokrom c’nin mitokondriyal salimimin1 ve kaspaz 9’un aktivasyonunu kapsayan
hiicrei¢i sinyallerle ya da hiicre yiizeyinde eksprese edilen 6liim reseptorlerinin
stimiilasyonu ve kaspaz 8’in aktivasyonunu saglayan hiicredisi sinyallerle tetiklenen
bir yol ile gerceklesir. Graniiloma i¢indeki makrofajlar, pro-apoptotik molekiil Bax’1
eksprese ederler, anti-apoptotik olan Bcl-2’yi eksprese etmezler. Bax, graniiloma
icinde meydana gelen hipoksi gibi stres faktorleri tarafindan diizenlenen hiicre ici

sinyallerle uyarilan apoptoz yolunu aktive eder. Ayrica makrofajlarin cevresinde
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bulunan lenfositler iizerinde TNF-a ve FasL ekspresyonunun artmasi, p55, TNFR ve
Fas oliim reseptorlerini uyarir (Fairbairn, 2004).

Apoptoz inhibisyonu, Brucella bakterisinin hiicre iginde replike olmak igin
kullandig1 stratejiler arasindadir. Brucella, enfekte makrofajlarda kimyasal uyaranlarin
endiiksiyonu ile apoptotik mekanizmayr inhibe eder. Yapilan calismalarda, B.
melitensis enfeksiyonunda, mitokondrideki apoptotik yolaga dahil genlerin
ekspresyonunda azalma oldugu gézlenmistir (He ve ark., 2006). Bruselloz boyunca
spesifik kalsiyum bagimli yolakta Nedd4 (neural precursor cell expressed
developmentally down-regulated protein) aktivitesi artmistir. Nedd4 ile tedavi edilen
Brucella ile enfekte makrofajlar, bu aktiviteyi azaltir ve bu da kalpain 2 yikimin
durdurur ve makrofajlarin apoptozuna yol acar (Cui ve ark., 2014). Kaspaz-2, apoptoz
ve piroptozda makrofaj 6liimiine neden olan birgok genin ve yolagin diizenlenmesinde
rol oynar (Bronner ve ark., 2013). Ayrica, A20 (endotelyal hiicrelerde TNF yanitlayici
gen)'nin upregiilasyonu, kaspaz-8'e bagli makrofaj hiicre 6liimiinii sinirlandiran ve
hiicre i¢i bakteri biiylimesini destekleyen NF-kB'nin inhibisyonuna yol acar (Wei ve
ark., 2015). Kullanilan bir diger 6nemli stratejide makrofajin hiicre 6liimiiniin inhibe
edilerek viriilansi arttirmak i¢in Brucella-makrofaj etkilesimine izin verilmesidir.

Brucella'nin replikasyon igin makrofajlar i¢ine girmesinden sonra, patojen direkt
olarak bakteriyel c¢ikis ve yayillmayr destekleyen makrofaj sitotoksisitesi ile
sonuclanabilecek mutantlara doniisiir (Pei ve ark., 2014). Br-LPS, TNF-a salinimina
bagli olarak T hiicrelerin apoptozunu arttirir (Velasquez ve ark., 2012). Ayrica,
Brucella ile enfekte edilmis notrofiller ve monositler, brusellozda apoptozisin
inhibisyonu ile sonuglanan, CD106 ve CD54 gibi cesitli adezyon molekiillerinin

belirgin sekilde artmasini saglar (Scian ve ark., 2013).

2.13. Sitokinler

2.13.1. Genel Ozellikleri

Sitokinler immiin yanit sirasinda hiicreler arasi iletisimi saglayan molekiillerdir.
Protein veya peptid yapida olup bazilar1 glikozillenmistir. Lenfositlerin biiylime ve

farklilagsmasinda, antijenlerin eliminasyonunda, hematopoetik hiicrelerin gelisiminde
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rol oynarlar. Genel anlamda biyolojik yanit diizenleyicileridir (Abbas ve ark., 2007,
Roitt ve Male, 1993). Sitokinlerin salgilanmasi kisa ve kendini sinirlayan bir olaydir.
Sitokinler genellikle depolanmaz, hiicresel aktivasyona bagli yeni mRNA sentezi
sonucunda gegici olarak iiretilir (Grossi ve Lydyard, 1993; Kiligturgay, 2003). Uretilen
mRNA diizeyi post-transkripsiyonel mekanizmalar araciligtyla sikica kontrol edilir.
Sitokinler sentezlendikten sonra hemen salinir. Her sitokinin bir¢cok biyolojik etkisi
mevcuttur (pleotropizm) (Kiligturgay, 2003). Ayrica sitokinler ayni veya benzer
birden fazla biyolojik etkileri paylasir (redundancy). Uyarana yanit olarak gegici
sekilde tretilir. Sitokinler iiretildikleri hiicreye (otok

rin) veya Ureticinin hemen yakinindaki hiicreye (parakrin) etki gosterir (Abbas ve ark.,
2007; Feldman, 1993; Kiligturgay, 2003). Sitokinler pleotropik etkilerinden dolay1 pek
cok farkli biyolojik etkilere sahiptir. Bu onlarin tedavide kullanimlarini sinirlayan en
onemli unsurdur. Redundancy o6zelliginden dolay1 tek bir sitokin geni ¢alismayan
canlilarda islev bozuklugu saptanmayabilir (Feldman, 1993; Kiligturgay, 2003).

Sitokinler diger sitokinlerin sentez ve etkilerini diizenler. Bir sitokinin diger
sitokinin etkilerini diizenlemesi selale benzeri aktivasyona neden olur. Aktive olan
ikinci ve {igiincii sitokin ilk sitokinin biyolojik etkilerini artirip, azaltabilir (Abbas ve
ark., 2007; Kiligturgay, 2003). Sitokinler kendi etkilerini, diger polipeptid hormonlar
gibi hedef hiicre yiizeyindeki 6zgiil reseptorlere baglanarak baslatir (Densen, 2000;
Feldman, 1993; Glickman ve Pamer, 2000). Sitokinler, reseptorlerine ¢ok yiiksek
afinitelerle baglanir, dolayisiyla bir gorevi yerine getirmek icin ¢ok diisiik
miktarlardaki sitokin diizeyleri bile yeterli olabilir. Cogu hiicre ¢cok az sayida sitokin
reseptorlii barindirir, yliksek afiniteli baglanma nedeniyle biyolojik etkinliklerinin
ortaya ¢ikmasi igin bu yeterlidir (Abbas ve ark., 2007; Feldman, 1993; Kiligturgay,
2003).

Dis sinyaller sitokin reseptorlerinin ekspresyonunu dolayisiyla da hiicrelerin
sitokinlere yanitim1 etkilerler. T veya B lenfositlerin antijenlerle uyarimi sitokin
reseptor ekspresyonunu artirir (Abbas ve ark., 2007; Grossi ve Lydyard, 1993). Bu
nedenledir ki immiin yanit sirasinda antijene yanit veren lenfositlerin sayis1 artar.
Reseptor ekspresyonu sitokinlerin kendileri tarafindan da diizenlenir. Cogu sitokine
kars1 hiicresel yanit hedef hiicredeki gen ekspresyonunun degisikligi, yeni islevlerin

ortaya ¢ikmasi ve hedef hiicrelerin proliferasyonundan olusur (Abbas ve ark., 2007,
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Feldman, 1993). Kemokinlerin yeni protein sentezi olmadan hiicre gdciine neden
olmast ve TNF’nin yeni protein sentezi olmadan hiicresel olimii endiiklemesi ise

istisna durumlardir (Abbas ve ark., 2007; Kiligturgay, 2003).

2.13.2. Simiflandirma

Spesifik reseptorlere baglanan ve 16kositler arasinda hiicre i¢i iletisimi saglayan
protein yapilar1 interlokin olarak adlandirilmistir. Interlokinler, her bir aileye, dizi
homolojileri, reseptdr zincir benzerlikleri ve fonksiyonel 6zelliklerine gore atanir. Son
10 yilda Th subsetlerinin kesfi ile birlikte, (Akdis ve ark., 2011; Lloyd ve Saglani,
2013) hemen hemen tiim immiin hiicrelerin CD4 ve CDS8 T hiicreler, B hiicreler, ILCs
(Innate Lenfoid Cells), NK hiicreler ve DH’ler gibi belirgin yiizey reseptorleri ve
sitokin profilleri ile karakterize farkli fonksiyonel alt gruplar sergiledigi goriilmiistiir
(Akdis ve Akdis, 2014; Christianson ve ark., 2015).

Immiin ve enflamatuvar hiicre fonksiyonlarmin mekanizmalar1 ile ilgili
arastirmalar interlokinlerin sayisinda giderek artan bir tablo oldugunu ortaya
koymustur. Sitokin aileleri yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore farkli interlokin
gruplar1 icermektedir (Tablo 2). Gilinlimiizde 40’in iizerinde interlokin grubu
tanimlanmis olmakla birlikte bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir.

Ayrica sitokinler konaktaki mikrobiyal aktivitelerine gore de gruplandirilmaktadir.
Bu sitokin gruplar1 konaktaki enfeksiyonun taninmasi ve enfeksiyona karsi yanit

olusturulmas: siirecinde olduk¢a 6nemli rol oynamaktadirlar.

Tablo 2. Sitokinlerin siniflandirilmasi

Ortak y IL-10 IL-12 Tip 2 immiin Kemokin
IL-1 sitokin zincirli sitokin sitokin yamt aktivite IL-17 Diger
ailesi sitokin ailesi ailesi ailesi sitokinleri interlokinleri | sitokin ailesi | interlokinler
IL-1-0 1L-2 1L-10 1L-12 1L-4 1L-8 IL-17 A 1L-3
1L-1-B8 1L-4 1L-19 1L-23 IL-5 1L-16 IL-17 B 1L-6
1L-18 IL-7 1L-20 1L-27 1L-9 IL-17 C IL-11
IL-33 IL-9 1L-22 IL-35 1L-13 IL-17 D IL-14
1L-360. 1L-15 1L-24 1L-39 1L-25 IL-17 E IL-32
1L-36p 1L-21 1L-26 1L-31 IL-17 F IL-34
IL-36y IL-28 IL-33 IFN-y
IL-1Ra 1L-29 IFN-a
IL-36Ra IFN-B
1L-37 TGF-B
1L-38 TNF-a
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2.13.3. Proenflamatuvar Sitokinler

Fagositik hiicreler tarafindan Brucella bakterisinin taninmasi, hiicre aktivasyonuna
ve ¢ok sayida sitokinin iiretilmesine sebep olur. Enflamatuvar cevapta ve bakteriyel
enfeksiyonlarin seyrinde 6nemli rol oynayan bu sitokinlerden bu c¢alismada

kullanilanlar asagida 6zetlenmistir.

2.13.3.1. interlokin 36 (IL-36)

IL-36, IL-1 sitokin ailesinin yeni bir iiyesidir. Ik olarak 1999°da IL-1’in homologu
icin DNA databazlar iizerinde arastirilirken tanimlanmastir. IL-36 sitokini, 4 liyeden
olusur; IL-36a, IL-36p, IL-36v, IL-36R sinyalizasyonunun aktivasyonunu inhibe eden
IL-36 reseptor antagonisti (Ra). IL-36 sitokinleri, IL-36R’iine baglanir ve IL-1
reseptOr aksesuvar proteinini (IL-1RACP) bir ko-reseptor olarak kullanir. Fonksiyonel
olarak IL-36 sitokinleri, enflamasyonun tipine ve yerine bagli olarak olasi farkli
islevlerle pro-enflamatuvar etki gosterir. IL-36 sitokinleri keratinositler, bronsiyal
epitelyum, noron hiicreleri, gliyal hiicreler, DH’ler ve makrofajlar gibi farkli bir¢cok
hiicre tipinde eksprese edilir. IL-36 sitokinlerinin homeostaz ve iliskili dokularin
enflamasyonunda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Towne ve Sims, 2012; van de
Veerdonk ve Netea, 2013). Derideki keratinositlerde asirt ekspresyon ve insan
psoriyatik deri lezyonlarinda Th1 ve Th17 sitokinleriyle iliskili olarak IL-36 sitokinleri
en iyi psoriyazis modellerinde tanimlanmigtir (Towne ve Sims, 2012). Ayrica, IL-36
sitokinleri mikrobiyal enfeksiyonlarca endiiklenmis ¢esitli enflamatuvar sinyallere de
yanit vermektedir ve bu sitokinlerin anti-mikrobiyal enflamasyonda gorev aldigi
gosterilmistir (Segueni ve ark., 2015). Son yillarda IL-36 ailesi sitokinlerinin patolojik
etkileri birgok enflamatuvar hastalig1 (psoriyatik artrit, sistemik lupus eritamatozus
(SLE), enflamatuvar bagirsak hastaligi (IBD), iilseratif kolit, Chron hastalig1) icine
alacak sekilde genisletilmistir (Blumberg ve ark., Frey ve ark., 2013; Friedrich ve ark.,
2014 2007; Nishida ve ark., 2016; Towne ve Sims, 2012; van de Veerdonk ve Netea,
2013). IL-36 agonistleri (IL-360, IL-36p ve IL-36y); IL-36R aracili pro-enflamatuvar
sinyal transdiiksiyonunu baslatmak i¢in ayn1 reseptor kompleksine (IL-1Rrp2 ve IL-

1RAcP) baglanir. Ayrica, IL-36 agonistlerinin biyolojik fonksiyonlar1 IL-36Ra
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tarafindan diizenlenir (Chustz ve ark., 2011; Dinarello ve ark., 2010).

IL-36R, IL-36 agonistlerini yanitlar ve hem kemik iligi kokenli DH’ler hem de CD4
T lenfositlerde eksprese olur (Franzke ve ark., 2012). Yeni bulgular IL-36
sinyalizasyonunun, dogal ve edinsel immiin yanitlarin aktivasyonuna dahil oldugunu
gostermektedir. DH’ler immiin tolerans ve otoimmiin enflamasyon arasindaki
dengenin diizenlenmesinde immiin sistemin dogal ve edinsel kollarin1 baglayarak
kritik rol oynar. T hiicre farklilasmasinda 6nemli derecede etkinlik gosterirler. TNF-a
ve Th17 sitokinlerinin (IL-17A, IL-22 gibi) IL-36 sitokinlerini direkt olarak
endikledigi ve kendi ekspresyonlarini destekledigi gozlenmistir. Ayrica insan
keratinosit kiiltiir hiicrelerinde TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin
tiretimini, IL-36 ve Thl7 sitokinleri arasinda pozitif bir geri bildirim dongiisii
yaratarak sekillendirdigi gosterilmistir (Carrier ve ark., 2011).

IL-36’nin artan gen ekspresyonunun, psoriyatik hastalarin deri lezyonlarindaki
Th17 sitokinleri ile iligkili oldugu raporlanmistir (Carrier ve ark., 2011). Yapilan
calismalar, IL-36 sitokinlerinin psoriyaziste Thl ve Thl7 yanitlarim1 kullanarak

patojenik bir rol oynadigini isaret etmektedir.

2.13.3.2. Interlokin 39 (IL-39)

IL-12 ailesi, giincel olarak bes iiyeden olusur (Ramnath ve ark., 2015; Wang ve
ark., 2016) ve bu iiyeler naif T ve B lenfositlerin gelisimini etkileyerek hem pro-
enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar yanitlari diizenler (Sun ve ark., 2015; Wang
ve ark., 2016). IL-12 ailesi sitokinleri bir a subuniti (p19, p28, p35) ve bir B zinciri
(p40, Ebi3) igerir (Kastelein ve ark., 2007; Vignali ve Kuchroo, 2012). Bu ailedeki
birlesme kurallar1 baz alindiginda pl19/Ebi3 eslesmesinin miimkiin olabilecegi
ongorilmistir (Egwuagu ve ark., 2015; Kastelein ve ark., 2007; Ramnath ve ark.,
2015; Vignali ve Kuchroo, 2012; Wang ve ark., 2012). IL-23p19/Ebi3 heterodimeri
IL-39 olarak belirlenmistir ve yapilan ¢alismalarda p19 veya Ebi3’iin knock-down
farelerde lupus hastaligini azalttig1 sonucuna varilmistir (Wang ve ark., 2016). Bu
caligmalar dahilinde IL-39’un aktif B hiicrelerce sekrete edildigi ve noétrofillerin
farklilasmas1 ve yayilimini endiikledigi diistiniilmektedir. Ayrica, 1L-39 endiiklii

notrofiller aktif B hiicrelerde 1L-39 ekspresyonu iizerinde BAFF salinimi sayesinde
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pozitif bir feedback yaratmustir.

Tim c¢alismalar ele alindiginda IL-39’un lupuslu farelerde nétrofillerin
farklilasmasini ve yayiliminmi endiikledigi sonucu ¢ikmaktadir. Calisma sonuclar1 IL-
39’un pro-enflamatuvar bir sitokin oldugu yoniindedir.

IL-39’un diger bir ad1 da metrnl’dir. IL-39’un ekspresyonunun bariyer dokular
(mukoza ve deri) ve M2 makrofajlarla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, IL-39’un
psoOriyazis ve romatoid artrit (RA) gibi cesitli otoimmiin kosullarda asir1 ekspresyonu
raporlanmistir (Sun ve ark., 2015). Yapilan deneylerde c¢esitli sitokinlerin
makrofajlarda I1L-39 iiretimini regiile ettigi gosterilmistir. Ornegin, TNF-a ve I1L-12,
IL-39 ekspresyonu i¢in giiglii endiikleyiciler iken, TGF-f ve IFN-y ise giiclii

inhibitorlerdir.

2.13.4. Anti-Enflamatuvar Sitokinler

Brucella’nin baslattigi proenflamatuvar cevap, anti enflamatuvar mekanizmalarla
antagonize edilir. Soliibl sitokin reseptorleri, hiicresel reseptdrlere sitokinlerin
baglanmalarin1 engellerler ve boylece hiicre i¢i sinyalizasyonu bloke ederler. Bu

calismada kullanilan anti-enflamatuvar sitokinler asagida 6zetlenmistir.

2.13.4.1. Interlokin 35 (IL-35)

IL-35, IL-12 ailesine ait yeni tanimlanmis heterodimerik bir sitokindir. Bu aileye
ait tlim tUyeler bir a zinciri (p19, p28 veya p35) ve bir B zinciri (p40 veya EBI3) icerir
ve heterodimerik molekiiller, IL-12 (p35 / p40), 1L-23 (p19 / p40), IL-27 (p28 / Ebi3),
IL-35 (p35/ EDbi3), IL-39'un (p19 / Ebi3), IL-Y (p28 / p40) seklinde bulunurlar. Zincir
eslesmelerindeki benzerliklere bagl olarak, aile liyeleri yapisal homoloji sergilerler ve
birbirinden bagimsiz zit biyolojik islevlerin yerine getirilmesi i¢in benzer reseptorlere
(sinyal yollarina) sahiptirler (Belladonna ve Grohmann, 2013). Bu sitokin ailesi, ¢esitli
fenotipik Ozellikler iiretmek icin coklu islevler sunar. Egwuagu ve ark., konak
immiinitesinin sekillenmesi ve diizenlenmesinde bu sitokinlerin 6nemli fonksiyonlari
oldugunu gostermistir. Bu sitokinler, Th1, Th2 ve Th17 tipi yanitlarla enflamasyonun

desteklenmesinden Treg hiicre proliferasyonu aracili anti-enflamatuvar savunmaya
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kadar birgok immiin yanit ¢esidini diizenler (Egwuaguve ark., 2015). Olusan yeni
heterodimer (Ebi3/p35) formunun, daha sonra gii¢lii immiin diizenlemede yer aldig:
kesfedilmistir (Collison ve ark., 2007; Devergne ve ark., 1996). IL-35'in alfa ve beta
alt-birimleri, biiyiik 6l¢iide, aktive edilmis dendritik hiicre, B-hiicre, monosit ve
makrofajlarin antijen sunan hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen, diizenleyici
Foxp3" Treg hiicrelerden tiiretilmistir. T hiicreleri tarafindan interferon-y (IFN-y)
olusumunu destekleyerek Th1 yanitlarin1 da yonlendirebilirler (Collison ve ark., 2007,
Song ve Ma, 2016).

IL-35'in gen ekspresyon progresyonunu i¢eren Live ver ark., tarafindan yapilan bir
calisma, daha Once gosterilenlere kiyasla (Treg'ler ile iliskili olarak) doku dist
dagilimini ortaya gikarmustir (Live ark., 2012). p19/p40 (vizil-23) ile birlikte p35/p40
heterodimeri (IL-12), bu sitokin ailesinin temel {iyelerini olusturur. IL-27, IL-12
benzeri Thl yanitlarini siirdiirmek ve IL-10 bagimli immiinosiipresyonu endiiklemek
gibi (Aparicio-Siegmund ve Gerbers, 2015; Hasegawa ve ark., 2016; Villarino ve ark.,
2004) pleomorfik olaylar1 gergeklestirme yetenegindedir. 1L-35, IL-10, TGF-f ve IL-
12 sitokin ailesi iiyesi olan IL-27'den olusan siipresif sitokinler sinifina gore yeni bir
yaklagimi temsil etmektedir (Sawant ve ark., 2015). Bu baskilayici sitokinler,
bagisiklik sisteminin isleyisi icin gerekli olan kritik immiinomodiilator aglar ve
tolerans1 destekleyen kanallardan olusurlar (Sawant ve ark., 2015). Collison ve ark.,
IL-35', T efektor (Teff) hiicre genislemesini ortadan kaldirma kapasitesine sahip iken,
ayn1 zamanda naif T hiicrelerinin, IL-35 araciligiyla 6zel olarak ¢alisan endiiklenmis
Treg hiicrelerin giiglii bir popiilasyonuna (iTr) doniismesine aracilik eden, tamamen
immiinosiipresif bir sitokin olarak tanimlamistir (Collison ve ark., 2007).

Uyarilmamis fare Treg’leri, IL-35' salgilayabilmeleri i¢in uygun donanima sahip
iken, uyarilmamis insan Treg'leri bunu yapma yetenegine sahip degildir (Collison ve
ark., 2007). Bu, IL-35"in endiiklenebilir oldugunu ve insanlar tarafindan temel olarak
ifade edilmedigini gostermektedir. Li ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, monositler,
diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde IL-35 mRNA'nin varligin1 gosteren bulgular
elde edilmistir (Li ve ark., 2012). Birlikte ele alindiginda, bu veriler IL-35"in roliinii,
enflamatuvar uyaranlara tepki olarak salgilanan duyarli bir sitokin olarak
tanimlamaktadir (Li ve ark., 2012). Ancak, Mao ve ark. IL-35'in insan plasental

trofoblast hiicrelerinde intrinsik olarak ifade edildigini ortaya koymustur (Mao ve ark.,
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2013). Ozellikle, endotelyal hiicreler, aktive B hiicreleri, dendritik hiicreler,
monositler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin IL-35 salgiladig bildirilmistir (Choi ve
ark., 2015; Sha ve ark., 2015).

IFN-y 'ye yanit olarak salgilanan IL-35, TLR3 ve TLR4 iizerinde bir agonist gorevi
goriir. IL-35'in immiinomodiilator fonksiyonu, temel olarak, Treg hiicre proliferasyonu
ve IL-10 iretiminin artmasi ile birlikte CD4" efektor hiicre geniglemesinin (Thl ve
Th17 dahil) inhibisyonu ile ger¢eklesir (Choi ve ark., 2015).

IL-35, Treg hiicre poplilasyonunu genisleterek, Teff hiicrelerini etkili bir sekilde
inhibe eder. Kronik bir enfeksiyonun meydana gelmesi durumunda ise immiin hasari
azaltmak i¢in Th17 hiicre farklilasmasii destekler (Choi ve ark., 2015). Anti-
enflamatuvar bir yanitin baslaticis1 ve efektorii olarak tanimlanmasina ragmen, canl
sistemlerde IL-35'in ana etkileri heniiz acik bir sekilde aydinlatilamamigtir (Xinyuan
ve ark., 2017).

2.13.4.2. interlokin 37 (IL-37)

IL-1 ailesinin yeni tanimlanan lyelerinden IL-37, hem dogal hem de edinsel
immiiniteyi etkileyen anti-enflamatuvar sistemin 6nemli bir pargasi olarak ortaya
cikmistir. Bes transkript varyanti bulunmakla birlikte (IL-37a—¢), alt1 ekzondan besini
iceren en biiyiik varyant IL-37b olarak tanimlanmistir (Busfield ve ark., 2000; Smith
ve ark., 2000;Taylor ve ark., 2002).

Interlokin-1 (IL-1) ailesinin, asir1 enflamasyonu 6nlemek icin siki bir sekilde
diizenlenmis pro-enflamatuvar {iyelerden olustugu bilinmektedir. IL-1 reseptor
antagonistinin IL-1a ve IL-1B’y1 baskilamasi (Arend, 2002), IL-18 baglayici
proteinlerin IL-18’1 notralize edebilmesi (Novick ve ark., 1999) ve IL-36 reseptor
antagonistlerinin IL-36 aktivitesini azaltmasi (Towne ve ark., 2011) buna 6rnek olarak
gosterilmektedir. Ayrica anti-enflamatuvar 6zellikteki 1L-37, IL-1 ailesinin diger
tiyelerinin iglevlerini ve TLR reseptdr agonistleri tarafindan saglanan pro-
enflamatuvar sinyalleri de genis 6l¢lide baskilamaktadir (Dinarello ve Bufler, 2013).

IL-1a ve IL-33'e benzer sekilde, IL-37in hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢inde aktif
oldugu gosterilmistir. Hiicre icinde c¢ekirdege gegerek TLR-agonisti endiiklii
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sitokinleri, kaspaz-1 bagimli mekanizma ile siiprese etmektedir (Bulau ve ark., 2014;
Sharma ve ark., 2008).

Yapilan calismalar melanoma, SLE, kolit, romatoid artrit, atopik dermatit ve
morbid obezite hastalarinda daha yiiksek IL-37 ekspresyonu oldugunu bildirmistir
(Fujita ve ark., 2012; Luo ve ark., 2013; McNamee ve ark., 2011; Moschen ve ark.,
2011; Nold ve ark., 2010; Song ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada, IL-37'nin hem
artmis hem de azalmis miktarlar ile hastaligin siddeti arasinda korelasyon oldugu
gosterilmistir (Dinarello ve Bufler, 2013).

Deneysel  arastirmalarda, IL-37’nin  dendritik  hiicre  olgunlasmasinin
engellenmesiyle edinilmis immiinitenin baskilanmasina aracilik ettigi, boylece dogal
ve edinsel bagisiklik arasindaki fonksiyonel baglantiyr da etkiledigi raporlanmistir
(Luo ve ark., 2013; Nold ve ark.,, 2010). IL-37'nin anti-enflamatuvar ve
immiinosiipresif fonksiyonlari, bu sitokinin gelecekte asir1 enflamasyonun hakim
oldugu hastaliklarda terapotik bir uygulama olarak kullanilabilecegi ile ilgili

Ongoriileri arttirmaktadir.

2.13.4.3. Interlokin 38 (IL-38)

IL-1 ailesi (IL-1F) ile ilgili glincel bilgi 11 iiyeye kadar genisledigi yoniindedir (IL-
1F1-IL-1F11). Bu sitokinler sirasiyla; IL-1a, IL-1B, IL-1 reseptdr antagonisti (IL-
1Ra), IL-18, IL-36Ra, IL-360, IL-37, IL-36f, IL-36y, IL-38 ve IL-33’tiir (Dinarello ve
ark., 2010). Bu protein molekiilleri invazif patojenik mikroorganizmalara ve fiziksel
hasara kars1 ilk savunma hattin1 olusturarak enflamasyon ve immiin yanitlarda oldukga
onemli rol oynar.

IL-38, 2001 yilinda DNA bazli ¢aligmalar sonucu bulunan IL-1F’nin yeni
tiyelerindendir (Bensen ve ark., 2001; Lin ve ark., 2001). 1L-38, IL-1F’nin onuncu
tiyesidir ve reseptorii IL-1 reseptor iliskili protein 2 (IL-1Rrp, IL-36R)’dir. 1L-38, bir
IL-36 antagonistidir ve fonksiyonlar1 IL-1Ra ve IL-36Ra gibi tipik reseptor
antagonistlerine benzer (van der Veerdonk ve ark., 2012). IL-38, agonist reseptor
ligandlarinin IL-36R’ye baglanmasin1 engelleyerek enflamasyonu azaltir.

Yapilan galismalarda, 1L-38 mRNA, Kalp, plasenta, fetal karaciger, deri, dalak,

timus ve tonsillerdeki dokularda Sl¢iilmiistiir. IL-38, daha ¢ok deride ve tonsillerin
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prolifere B hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Lin ve ark., 2001). Ayrica non-immiin
dokularda (kalp ve plasenta gibi) diger IL-1F iiyelerine benzer sekilde diisiik
seviyelerde bulunur.

Bazi IL-1F fyeleri stirekli iiretilirken, digerleri bakteri veya enflamatuvar
mediatorler araciligtyla hizlica endiiklenerek eksprese olur (Busfield ve ark., 2000;
Smith ve ark., 2000). En son c¢alismalar, IL-1 ailesi {iyelerinin genis oranda
enflamatuvar hiicrelerde eksprese oldugu yoniindedir. Bu sitokinler, hiicre yiizey
reseptorii IL-1R ile eslesir ve niikleer tanskriptleri (NF-kB, AP-1 gibi) de i¢ine alan
sinyal yolaklarini endiikler. Ayrica, bu sinyalizasyon molekiilleri, siklooksijenaz,
nitrik oksit sentaz ve enflamasyon gelisimini destekleyen diger mediatorlerin
ekspresyonunu endiikler. IL-38’in biyolojik fonksiyonu, IL-36 sitokininin (IL-36a, IL-
36, IL-36y) IL-36R’ne baglanmasini inhibe etmektedir. Bir reseptdr antagonisti
olarak aktivitesi anti-enflamatuvar etki gosterir. IL-38 ekspresyonu ile ilgili giincel
bilgiler olmasina karsin tam olarak anlagilamamistir ve daha ¢ok arastirmaya gerek

duyulmaktadir.

2.14. interferonlar

Interferonlar endiiklenebilen ve cok sayida gen tarafindan kontrol edilebilen
sitokinlerdir. Genel olarak iki grupta incelenir. Tip | interferonlar; viral interferonlar
olarak da adlandirilir. IFN-a, IFN-$ ve IFN-w’dan olusur (Abbas ve Lichtman, 2007;
Kiligturgay, 2003). Immiin interferon olarak da adlandirilan tip II interferon ise IFN-
y’dir. Tip I interferonlar viriis enfeksiyonu ile endiiklenirken, tip II interferonlar
mitojenik veya antijenik uyar ile salinir.

Bruselloz benzeri bakteriyel enfeksiyonlarda IFN-y, CD4" T lenfositler, CD8" T
lenfositler ve NK hiicrelerden sentezlenir (Feldman, 1993; Abbas ve Lichtman, 2007).
Interferonlar hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak etki eder. IFN-y, IFN-
v reseptorii (IFNGR)’ ne baglanarak etki eder. Bu reseptérde IFNGR I ve IFNGR 11
olmak iizere iki alt birimden olusur. Interferonlar reseptorlere baglandiktan sonra
reseptorde dimerizasyon meydana gelir. Bu dimerizasyon hiicre igerisindeki bir dizi
kinaz1 aktive ederek interferon yanitini olusturur (Abbas ve Lichtman, 2007; Feldman,
1993; Kiligturgay, 2003).
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IFN-y makrofajlarin gii¢lii bir aktivatoriidiir. Ayrica mikroorganizmalarin
fagositozunu uyaran antikor izotiplerinin iiretimini de uyarir. IFN-y antijen sunan
hiicreler iizerinde MHC smif II molekiillerinin ve B7 yardimci uyaranlarinin
ekspresyonunu artirir. Ayrica, hiicresel proliferasyonu inhibe eder, apoptozu endiikler,
mikrobisidal efektor islevleri aktive eder, immiinomodiilasyonu ve lokosit iglevini
diizenler (Densen, 2000; Feldman, 1993).

IFN-y tretimi ASH’lerden salinan sitokinlerce kontrol edilir. Makrofajlarin
salgiladig1 IL-12 ve kemokinler (6rnegin, MIP-1a) NK hiicrelerini enflamasyon
odagia c¢eker. IL-12, NK hiicrelerde IFN-y iiretimini artirir.

Makrofajlar, NK hiicreleri ve T hiicrelerde 1L-12 ve 1L-18 sitokin kombinasyonu
IFN-y iiretimini daha da artirirken, IL-4, IL-10, TGF-B ve glukokortikoidler IFN-y
tiretimini baskilar. IFN-y, Th1 hiicrelerinin en énemli {irliniidiir ve immiin yanit1 Th1l
fenotipine dogru kaydirir. IFN-y ile endiiklenen 6zgiil sitotoksik immiinite cesitli
mekanizmalarla gelisir. Bu mekanizmalar arasinda Th2 hiicre popiilasyonunun
inhibisyonu, antijen iglenmesinin ve sunumunun artirilmasi ve ASH’lerde es uyarici
molekiillerin artis1 sayilabilir (Feldman,1993). IFN-y makrofajlarda reaktif oksijen ara
triinlerini ve nitrik oksitin yapimim artirarak mikrobisidal aktiviteyi uyarir. IFN-y
eksik fareler, hiicre i¢i patojen kaynakli enfeksiyonlara yatkinlik gosterir (Densen,
2000). IFN-y ve IL-12/B2 mikroglobiilin nakavt farelerden elde edilen giincel veriler
IFN-y’nin bruselloz kontroliinde STL’lerden daha 6nemli oldugunu goéstermektedir
(Brandao ve ark., 2012). Murphy ve ark., IFN-y eksik BALB/c farelerde yaptiklari
bruselloz ¢aligmasinda, hiicrelerin Brucella enfeksiyonunu kontrol etme yeteneginde
azalma gozlenirken, normal BALB/c farelerde bir silire sonra enfeksiyonun

temizlendigi gorilmiistiir.

2.15. Kemokinler

Kemokinler 8-12 KDa molekiil agirligina sahip, coklu bdlgeleri bulunan protein
yapisindaki molekiillerdir. Giiniimiizde elliden fazla kemokin molekiilii ve yirmiden
fazla kemokin reseptorii tamimlanmistir (Wuyts ve ark., 1998). Kemokinler,
enflamasyon ve homeostaz saglanmasi asamasinda hiicresel hareketleri diizenler.

Enflamatuvar siirecte kemokinlerin sentez ve salinimindaki belirgin artis, 16kositlerin
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enflamasyonlu dokuya gegislerinde 6nemli rol oynamaktadir. IL-1, LPS, TNF-a, IFN-
v ve IL-4 bilinen en énemli kemokin uyaricilaridir (Wuyts ve ark., 1998).

Aminoasit zincirindeki sistein kalintilar1 temel alinarak CC kemokinler, CXC
kemokinler, C kemokinler, CX3C kemokinler seklinde smiflandirilirlar. Hiicre
ylizeyinde transmembranik G proteinlerine bagli reseptorlere baglanarak etki
gosterirler. Farkli kemokinler birden fazla reseptore baglanabilir. Kemokinler, Thl,
Th2 farklilasmasinda, lenfoid organ gelisiminde, yara iyilesmesinde, lokosit
trafiginde, enflamasyonda, anjiyogenezde ve metastaz siireglerinde rol oynar (Abbas
ve Lichtman, 2007, Wuyts ve ark., 1998). Brusellozdaki kemokinlerin etkinligi
tizerinde yapilan g¢aligmalar sonucu, enfeksiyon siiresince aktivite gosteren farkl
kemokin gruplar1 saptanmaistir.

IL-8, monositler, makrofajlar, fibroblastlar, keratinositler, hepatositler, epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde iiretilen bir kemokindir. Notrofiller, T hiicreler ve monositlerin,
enflamasyon alanina gogiinii diizenlemede oldukg¢a etkin rolii vardir. Bruselloz
patogenezinde IL-8 diizeyinde artis kaydedilmistir. Delpino ve ark., Brucella ile
enfekte hepatositlerde IL-8 salinarak immiin yanitlarin tetiklendigini gostermistir.
Ayrica, Brucella nin hiicre i¢i yasaminin relaps mekanizmalarinda énemli oldugunu
ve immiin aktivasyon ger¢eklesmeden dnce yiiksek IL-8 seviyeleri ile relapsin tahmin
edilebilecegini 6ne slirmiislerdir (Delpino ve ark., 2010).

MCP-1, brusellozda en 6nemli ikinci kemokin grubudur. Monosit ve makrofajlar
tarafindan sentezlenir ve bu hiicreler tizerinde etki gosterir. Bruselloz, oncelikli olarak
monositler tarafindan MCP-1’in iretimini endiikler. MCP-1 eksik olan farelerde
granuloma olusumunun inhibe edildigi gdsterilmistir. MyD88 nakavt farelerle yapilan
calismada, makrofajlarin MCP-1’i diisiik seviyede irettigi gozlenmistir.

RANTES, brusellozda rol oynayan, lenfosit, makrofaj, fibroblast, trombosit, diiz
kas, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilebilen, CCR1, CCR3, CCR4 ve CCR5
gibi bircok kemokin reseptoriine baglanabilen bir kemokindir. Fare modelleri ile
yapilan c¢aligmalarda bu enflamatuvar kemokinin ekspresyon diizeylerinin diisiik
seviyede kaldi1g1 gozlenmistir.

Bu kemokinlerin disinda brusellozda hiicre trafigini diizenleyen MIP-1a, MIP-2,
MCP-3, MCP-5 kemokinleri de bulunmaktadir.

50



3.GEREC VE YONTEM

Calismalara Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
onay1 alindiktan sonra baglandi (Karar no: 2017-3/22). Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali klinigine
basvuran 40 akut (27 erkek, 13 kadin) ve 40 kronik (28 erkek, 12 kadin) bruselloz
hastasi ile herhangi bir hastaligi olmayan 40 saglikli (28 erkek, 12 kadin) birey
calismaya dahil edildi. Tiim hastalara ¢aligma hakkinda bilgi verilerek onay1 alinan
hastalar ¢alismaya katildi. Hastalar akut (0-2 ay) ve kronik (>12 ay) semptomlarin
olugma siiresine gore siniflandirildi. Ates, terleme, yorgunluk semptomlarinin yanisira
standart tiip agliitinasyon titresinin >160 olmasi1 gibi bir ya da birden fazla belirtinin
varhigt ile bruselloz tanisi konuldu. Ayrica akut ve kronik hastalar kemik eklem
tutulumu (osteoartikiiler) olan (akut:11; kronik:15) ve olmayan (akut:29; kronik:25)
olarak iki gruba ayrilarak incelendi. Akut ve kronik bruselloz tanisi almig hastalar ve
saglikli goniilliilerin periferik kanlarinda immiinomodiilator sitokin diizeyleri ELISA
yontemi kullanilarak saptandi. Hastalardan ve saglikli goniilliilerden sitokin dl¢timii
igin 10 ml periferik kan kuru tiiplere alindi ve santrifiijlenip serumlar1 ependorflara
aktarilarak calisilacag: tarihe kadar -80°C’de muhafaza edildi. Tiim sitokinler i¢in
benzer ELISA prosediirii kullanildi. PCR c¢alismast i¢in heparinli tiiplere alinan
kanlardan (10 ml) ise fikol dansite gradient yontemi ile PKMH’ler toplanarak -80

°C’de saklanmustir.

3.1. Periferik Kanda Sitokin Diizeylerinin Saptanmasi

Calismada kullanilan kantitatif sandivi¢ ELISA yontemi basamaklar1 prosediire
uygun sekilde yapildi.

- Tiim reaktifler 6nce oda sicakligina getirildi.
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- Her bir sitokinin ¢alisma prosediiriine gore standartlar diliie edildi (Tablo3, Sekil 7).

Tablo 3. Standart Diliisyonlar

8ng/L Standart No.5 120pl Orjinal Standart + 120pl Standart Diliient
4ng/L Standart No.4 120ul Standart No.5 + 120pul Standart Diliient
2ng/L Standart No.3 120pl Standart No.4 + 120pl Standart Diliient
1ng/L Standart No.2 120ul Standart No.3 + 120pul Standart Diliient
0.5ng/L Standart No.1 120pl Standart No.2 + 120pl Standart Diliient
| ———
o = :
standart » U l
Tiip Standard S5 S4 S3 S2 S1
L 16 8 4 2 1 0.5

Sekil 7. Standartlarin elde edilmesi

-Bos kuyucuklara sadece kromojen soliisyon A ve B ile stop soliisyonu eklendi.
-Standart soliisyon kuyucuklarina 50’ser ul standart ve 50’ser ul streptavidin-HRP
eklendi.

-Ornek kuyucuklarina 40’ar pl serum drneklerinden, 10’ar pl sitokin antikorlarindan
ve 50’ser pl streptavidin-HRP konuldu.

-Seal plate membrane ile kapatilarak hafifce ¢alkalandi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

-Yikama soliisyonu 30X sulandirima gore distile su ve washing buffer ile hazirlandi.
-Inkiibasyon sonras1 kuyucuklarin igi dokiilerek yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
-Her bir kuyucuga 6nce 50°ser ul kromojen A soliisyonu ve ardindan kromojen B
soliisyonu eklenerek 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

-Sonrasinda her kuyucuga 50’ser pul stop soliisyonu eklenerek renk degisimi gézlendi.
-Renk degisimi gozlendikten sonra ELISA okuma cihazinda (Tecan, Austria) 450

nm’de okutuldu.

52



" D 3 =3

. )

Sekil 8. ELISA plaginda renk degisimi

Sekil 9. ELISA plaginin spektrofotometrede okutulmasi

Ticari amagla satilan Human ELISA kitlerinde (IL-35, IL-37, IL-38 (SunRed Bio,
Shanghai, China); IL-36, 1L-39 (YLBiont, Shanghai, China)) belirtilen prosediir takip
edilerek serum 6rneklerinde sitokin diizeyi 6l¢iimii yapildi. Olgiim sonunda kitlerin
icerisinde bulunan konsantrasyonlari bilinen sitokin standartlarinin vermis oldugu
optik dansite degerleri ile konsantrasyon degerleri kullanilarak standart grafikleri
cizildi. Orneklerimizdeki sitokinlerin konsantrasyonu standart grafikler kullanilarak
Excel programinda (Microsoft, US) analiz edildi. Her bir sitokin i¢in kullanilan Kitlerin
Olgtim duyarliligr sirastyla; I1L-35: 4.114ng/L; IL-36: 0.026 ng/L; 1L-37: 0.513pg/MI;
IL-38: 0.722 ng/L ve 1L-39: 0.13 pg/ml olarak verilmistir.
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3.2. PKMH'de Sitokinlerin Gen Ekspresyon Diizeylerinin Saptanmasi
3.2.1. PKMH izolasyonu

Kantitatif real time PCR (RT-PCR) yontemi ile ¢alisildi. PKMH eldesi igin
hastalardan ve saglikli goniilliilerden heparinli tiiplere 10 mL kan alindi. Ayn1 giin
icerisinde fikol ile dansite gradient yontemi kullanilarak periferik kandan PKMH hiicre
izolasyonu yapildi. Heparinli tiiplerdeki kanlar PBS ile sulandirilip fikole (1.077 g/ml)
yayildi. Once x 2500g’de 20 dakika santrifiij edilerek mononiikleer hiicreler toplandi
ve tekrar x 1500g’de 10 dakika santrifiij edildi. Uzerinden siipernatant atilarak
mikroskopta hiicre sayimi yapildi ve depolama siirecinde RNA degredasyonunnu
onleme amaciyla tizerine TriPure Isolation Reagent (Roche) eklenerek daha sonra

RNA ve cDNA izolasyonu yapilmak iizere -80°C’de muhafaza edildi.

P —— Plazma
PKMH “\r
1
Fikol

Eritrositler |
i ~
Graniilositler ‘ﬁ\ 1

Sekil.10. Fikol dansite gradient santrifiij yontemi ile PKMH eldesi

3.2.2. RNA izolasyonu

-PKMH'ler hiicreler fikol ile dansite gradient yontemi ile ayrildiktan sonra
RNAeasy®Mini Kit (Qiagen, Germany) ile RNA izolasyonu yapilmistir. Kitin
prosediiriine uygun olarak dnce hiicreler lize ve homojenize edilmistir. Ardindan RNA
etanol ile spin kolon membrana sabitlenip yikamalar yapilarak saf halde tiiplere

toplanmistir. Izolasyonun basamaklari su sekildedir:

- Hasta ve saglikli kontrollerden elde edilen 6rneklerin hiicre sayilari kitin prosediiriine

uygun olarak 5 ile 10 milyon arasinda olacak sekilde ayarlandi.
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- Daha sonra her birinin (pellet) tizerine hiicrelerin lize edilmesi i¢in Buffer RLT

soliisyonu eklendi (Tablo 4).

Tablo 4. Hiicre sayisina gore Buffer RLT hacmi

Hiicre sayis1 Buffer RLT hacmi (ul)
<5x10° 350
5x10°-1x107 600

-Lizat direkt olarak 2 m1’lik tiiplerdeki spin kolonlara pipetlendi ve 2 dakika santrifiij
edildi.

-Spin kolonlar {izerine RNA’nin fikse olmasi i¢in 1 hacim %70’lik etanol eklenerek

pipetajla karistirildi.

-Orneklerden 700 pl kadar RNAeasy spin kolon tiiplere aktarildi ve >8000 x g (>10.000

rpm)’de 15 saniye santrifiij edildi. Siipernatanlar dokiildii.

-Spin kolonlara 700’er ul Buffer RW1 eklenerek tekrar >8000 x g (>10.000 rpm)’de

15 saniye santrifiij edildi. Stipernatanlar atild1.

-Uzerlerine 500er pl Buffer RPE eklendi. Tiipler >8000 x g (>10.000 rpm)’de 15

saniye edildi. Stipernatan atild1.

-Tekrar 500’er ul Buffer RPE eklenerek >8000 x g (>10.000 rpm)’de 2 dakika santrifiij
edildi.

-RNA easy spin kolonu yeni bir tiipe yerlestirilip 1 dakika santrifiij edildi.

-30-50 nl RNAase-free water spin kolon membranina ekleyerek >8000 x g (>10.000
rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi ve spin kolonlar1 atilarak RNA’lar tiiplerde toplandi.

3.2.3. cDNA izolasyonu
RT-PCR o6ncesi cDNA sentezi i¢in uygulanan iglem basamaklari su sekildedir:

-Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA’lar1 ayirt edebilmek igin RT? First Strand Kit (50)
(Qiagen, Germany) kullanildi.
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-Calismaya baslamadan &nce RT? First Strand Kit reagentlar1 10-15 saniye
santrifiijlendi.

-Her bir RNA 06rnegine genomik DNA eliminasyon karigimi tablodaki oranlarda

hazirlanarak pipetaj yapildi ve ardindan iyice santrifiijlendi (Tablo 5).

Tablo 5. DNA eliminasyon miksi

icerik Miktar
RNA 25ng-5 pg
Buffer GE 2 ul
Nuclease-Free Water Degisebilir
Toplam Hacim 10 nl

-Genomik DNA eliminasyon karisimi 5 dakika 42°C’de inkiibe edildi hemen ardindan
1 dakika buzda bekletildi.

-Revers-transkripsiyon karigimi tablodaki oranlarda hazirlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Revers-transkripsiyon miksi

icerik 1 reaksiyonluk hacim
5X Buffer BC3 4l
Control P2 1 pl
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2ul
Nuclease-Free Water 3pul
Toplam Hacim 10 pl

-Her bir tiipteki 10’ar pl genomik DNA eliminasyon karigimmna 10 pl revers-

transkripsiyon karisimi eklenerek pipetaj yapildi.

-Thermal cycler cihazinda (Corbett, Australia) dnce 42°C’de 15 dakika, ardindan
95°C’de 5 dakika ve 4°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
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-Cihazdan aliman kuyucuklardaki her bir reaksiyon i¢in 91 pl RNase-free water

eklenerek pipetaj yapildi.
-Reaksiyonlar buz tizerine alinarak RT-PCR protokoliine uygun halde bekletildi.

-Son olarak Nanodrop cihazt (MAESTROGEN, Taiwan) kullanilarak RNA ve cDNA
olgiimleri yapildi. Ol¢iim degerleri asagidaki tablolarda gosterilmistir (Tablo7,8).

Tablo 7. RNA A260/280 ve konsantrasyon degerleri

RNA
A260/280 Konsantrasyon
Kontrol Grubu Kronik Grup Akut Grup Kontrol Grubu Kronik Grup Akut Grup

2 2,2 2,3 98 93 180

24 2,2 2,3 136 124 180

2,3 2,3 2,3 94 223 52

2,2 2,2 2,3 175 110 85

2,3 2,3 2,3 126 82 122

2,2 2,3 2,2 158 95 64

2,2 2,4 2,3 230 97 108

2,3 2,2 2,2 116 109 160

2,1 2,2 2,2 217 60 245

2,2 2,3 190 216

2,2 103

Tablo 8. cDNA A260/280 ve Konsantrasyon Degerleri

cDNA
A260/280 Konsantrasyon
Kontrol Grubu Kronik Grup Akut Grup Kontrol Grubu Kronik Grup Akut Grup

2,043 2,184 2,043 213 205 216
2,058 2,165 2,091 217 217 212
2,150 2,167 2,086 209 211 250
2,101 1,999 2,053 213 224 234
1,963 2,214 2,091 224 205 212
2,068 2,047 2,116 213 217 203
2,053 2,063 2,112 212 215 207
2,059 2,063 2,068 213 217 215
2,152 2,125 2,120 248 209 211
2,133 2,060 207 216

1,989 213
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3.2.4. RT-PCR Yontemi ile Gen Ekspresyonlarimin Tayini

-Calismaya baglamadan once kullanilacak olan R7? SYBR Green Mastermix, RT?
gPCR Primer Assay ve cDNA synthesis reaction reagent oda sicakligina getirilerek
10-15s santrifiijlendi.

-PCR komponentleri Sml’lik tiiplerde hazirland1 (Tablo 9 ve 10).

Tablo 9. PCR Komponent Igerigi

Komponent Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5 pl
cDNA synthesis reaction 1 pl
RT? gPCR Primer Assay (10 uM stok) 1 pl
RNase-free water 10,5 pl
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 10. Kullanilan Primer Assay’ler ve ilgili Sitokinler

Kullanilan RT2 qPCR Primer Assay’ler ilgili Sitokinler
Actin beta (ACTB) Housekeeping gen
Interleukin 12A (p35) 1L-35
Ebi3 (Epstein-Barr virus induced 3) IL-35, IL-39

Interleukin 36 gamma (IL-36G) 1L-36
Interleukin 37 1L-37
Interleukin 1 Family member 10 (theta) (ILF10) 1L-38
Interleukin 23 alpha subunit p19 (IL23A) 1L-39
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Sekil 11. PCR komponentlerinin hazirlanmasi

-Daha sonra Rotor Disc’in bos tiiplerine hazirlanan mikslerden 20’ser pl eklendi.
-Rotor Disc 100 yiikleme bloguna Al pozisyonundan baslayacak sekilde tiipler
yerlestirildi ve Rotor Gene kapagi sikica kapatilarak program tablodaki sekilde
baslatildi.

Sekil 12. Rotor Disc’in cihaza yerlestirilmesi
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Tablo 11. Rotor Gene Q Cycle Siireci

Cycle Siire Sicakhik Yorum

1 10 dk 95°C Hot Start DNA Polymerase bu sicaklik

basamaginda aktive olur.

40 15s 95°C Floresans verinin toplandigi basamak

30s 60 °C

-Rotor Gene Q’daki cycle siiregleri bittikten sonra her bir tiip igin threshold cycle (C)
degerleri real-time cycler software iizerinden elde edildi. RT? Profiller PCR Array
Data  Analysis  version 3.5  (https://www.giagen.com/tr/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/other-real-time-pcr-probes-or-primers-
data-analysis center/) kullanilarak tiim sitokinlerdeki her bir mRNA’ nin Kat Degisimi

(Fold Change) belirlenmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz igin IBM SPSS Istatistik 20 (Chicago, IL, ABD) paket programi
kullanilds. Istatistiksel degerlendirmeler icin ki-kare testi ve takiben Kruskall-Wallis
testi kullanild1. ikili karsilastirmalar icin Mann-Whitney testi uygulandi. Elde edilen
veriler ortalama =+ standart hata seklinde belirtildi; 0,05’den kiigiik p degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 40 akut, 40 kronik brusellozlu hasta ve 40 saglikli goniilli dahil edildi.
Hastalarin cinsiyetleri ve yas ortalamalar1 Tablo 12°de gosterilmistir. Akut ve kronik
hasta gruplarinda kemik eklem (KE) tutulumu olan ve olmayan bireylerin sayisi ise

tablo 13’te gosterilmistir.

Tablo 12. Akut, Kronik ve Saglikli Gruplarinda Cinsiyet ve Yas Dagilimi

Saghkh Kontrol (n) Akut Hasta (n) Kronik Hasta (n)
Erkek 28 27 28
Kadin 12 13 12
Yas Ortalamasi 489+154 43,8+ 13,2 448 +11,2
Tablo13. Akut ve kronik gruplarinda KE tutulumu olan ve olmayan hastalar
Akut (n) Kronik (n)
KE tutulumu (+) 11 15
KE tutulumu (-) 29 25
Toplam (n) 40 40

KE: kemik eklem

4.1. Ekstraselliiler Sitokin Diizeyleri

Saglikli kontroller ve hasta gruplarinin sitokin seviyelerinin sayisal degerleri ve her
hasta i¢in asagidaki tablolarda ayr1 olarak gosterilmistir. Calismada IL-39 i¢in
kullanilan kitlerin ekonomik sebeplerle tamaminin alinamamasi (2 kutu yerine 1 kutu
alinmas1) nedeniyle var olan kontrol ve hastalardan uygun sayida secilerek ¢alismaya

dahil edilmistir. IL-39 sitokini i¢in sonuglar ayr1 tabloda verilmistir.
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Tablo 13. Saglikli Kontrol Grubunun IL-35, IL-36, IL-37, IL-38 Sitokin Diizeyleri

No isim 1L-35 (ng/ml) 1L-36 (ng/ml) 1L-37 (pg/ml) 1L-38 (ng/ml)
1 H.C. 14639 3,01 1911 184,9
2 BK. 308,9 1,00 415 42,0
3 F.D. 1826,8 3,40 2406 2411
4 D.G. 1986,1 3,56 3132 263,7
5 F.D. 2168 1,16 4838 438
6 EK. 902,5 2,40 1214 117,3
7 M.K. 2775 0,87 39,0 467
8 SK. 17575 321 249,9 236,1
9 OK. 12925 3,10 166,9 1674
10 TS 3539 1,84 55,5 50,9
11 EB. 652,5 1,88 1013 1094
12 | MAK 18018 3,58 2894 230,8
13 EA. 18918 3,28 289,3 2473
14 ZK. 4332 1,30 724 67,1
15 O.A. 4789 1,43 80,4 86,2
16 c.Y. 2918 0,83 493 496
17 RT. 4618 1,47 39,0 113
18 H.A. 3296 1,12 64,2 524
19 R.A. 2175 0,70 414 424
20 RC. 4204 0,95 416 438
21 H.B.O. 11189 273 1658 169,1
22 LA. 2518 0,88 387 42,1
23 FA. 3296 0,92 48,0 55,1
24 §.B. 513,2 1,82 82,1 816
25 M.K. 2675 1,36 43,0 533
26 H.D. 901,1 241 1143 1324
27 M.0. 208,9 1,01 345 476
28 M.K. 3575 1,23 484 56,4
29 H.D. 231,1 1,03 38,0 475
30 AK. 2554 0,86 371 418
31 ET. 354,6 0,86 51,0 47,2
32 O.A. 2060,4 3,78 318,7 270,3
33 ZA. 3039 1,07 383 457
34 N.D. 1789.,6 3,18 2188 230,2
35 Y.Y. 789,6 242 1140 128,6
36 D.GK 196,8 1,01 30,3 36,9
37 EA 2675 0,94 49,2 47,2
38 ou. 246,1 0,91 36,1 439
39 ZA. 281,1 0,98 446 515
40 | ARG. 3711 1,44 63,5 72,4
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Tablo 14. Akut Bruselloz Hasta Grubunda IL-35, 1L-36, IL-37, IL-38 Sitokin Diizeyleri

No isim 1L-35 ng/ml 1L-36 ng/ml 1L-37 pg/ml 1L-38 ng/ml
1 K.P. 236,1 1,36 40,8 32,5
2 S.E. 206,1 0,97 18,7 39,9
3 S.B. 253,22 1,20 378 50,0
4 M.K. 41,8 0,07 8,0 12,9
5 U.E. 197,5 0,97 351 43,5
6 E.S. 206,1 0,91 34,8 39,5
7 LY. 279,6 1,27 45,3 40,4
8 N.C. 2418 1,35 43,2 41,1
9 R.V. 309,6 1,13 32,6 49,5
10 Y.K. 260,4 1,12 34,8 46,0
11 M.Y. 239,6 1,26 36,1 40,2
12 S.F. 428,9 1,49 54,5 64,3
13 AM. 3454 1,31 30,9 42,4
14 L.U. 216,1 1,13 38,8 36,9
15 LG. 286,1 1,06 27,3 38,8
16 Y.G. 202,5 0,93 358 43,4
17 H.E. 2239 1,35 15,8 43,8
18 T.E. 2475 1,37 22,1 43,1
19 C.F. 2118 1,11 30,5 44,5
20 LY. 226,1 1,20 35,6 38,3
21 S.AE. 259,6 1,25 39,5 55,9
22 M.B. 2789 0,66 26,1 31,2
23 M.S. 1361,1 3,32 2345 204,1
24 D.K. 1378,2 3,21 151,0 149,1
25 H.0. 2639 1,47 48,4 55,3
26 O.K. 229,6 1,27 313 39,3
27 G.K. 381,1 1,07 358 48,9
28 M.A. 336,1 1,14 37,9 44,3
29 F.Y. 594,6 1,64 54,1 97,8
30 UB. 808,2 2,48 120,0 161,3
31 R.O. 376,1 0,97 46,9 44,4
32 S.H. 3125 1,17 44,1 45,6
33 A0. 3239 1,40 38,0 56,3
34 M.A. 2232 1,19 24,3 40,6
35 R.U. 316,1 1,12 334 42,2
36 AA. 294,6 0,97 35,6 329
37 H.S. 451,8 1,02 44,1 73,2
38 H.S. 163,9 0,93 255 36,2
39 R.G. 4525 1,11 44,8 65,9
40 Y.Y. 3554 0,91 43,1 45,1
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Tablo 15. Kronik Bruselloz Hasta Grubunda IL-35, IL-36, IL-37, IL-38 Sitokin Diizeyleri

No isim 1L-35 ng/ml 1L-36 ng/ml 1L-37 pg/ml 1L-38 ng/ml
1 U.T. 956,8 1,98 118,9 98,2
2 Y.G. 9289 2,46 153,0 120,4
3 H.D. 256,1 1,05 51,3 29,4
4 F.B. 260,4 0,93 48,2 47,9
5 K.A. 1779,6 3,51 303,9 2554
6 U.s. 1126,8 3,16 220,9 140,0
7 C.0. 698,2 2,11 107,1 83,3
8 E.S. 279,6 1,15 45,0 44,0
9 F.T. 711,1 2,24 88,0 67,6
10 S.Y. 305,4 1,27 51,0 46,1
11 S.0. 304,6 1,28 324 344
12 O.K. 369,6 1,31 43,1 34,1
13 AK. 396,1 1,05 63,5 38,2
14 O.T. 361,8 1,42 64,7 37,6
15 H.K. 222,5 1,24 60,3 41,4
16 M.A. 2354 1,07 49,9 45,3
17 0.C. 2854 1,04 57,2 36,0
18 S.A. 238,2 1,16 34,7 29,8
19 D.E. 2304 0,95 49,0 36,3
20 H.A. 283,2 0,85 46,3 334
21 A.D. 284,6 1,12 45,6 35,0
22 H.C. 2825 1,23 47,8 34,5
23 G.A. 199,6 1,24 34,3 36,0
24 S.S. 334,6 1,29 37,9 35,0
25 A.0.G. 394,6 1,06 58,5 354
26 AT. 3925 1,86 72,2 47,2
27 LT. 380,4 1,29 60,1 42,8
28 ALO. 398,2 1,31 60,3 38,7
29 LO. 376,1 1,36 55,5 378
30 LV. 319,6 1,41 48,8 36,9
31 L.C. 904,6 2,88 150,3 145,2
32 O.A. 339,6 1,12 36,7 23,1
33 N.S. 336,8 1,23 48,7 36,3
34 R.K. 1708,2 3,55 298,4 2431
35 H.K. 2311 1,16 46,8 40,7
36 K.K. 371,1 1,42 42,9 46,7
37 N.P. 3739 1,53 63,6 51,7
38 A.E. 300,4 1,20 57,4 46,7
39 Y.A 3525 1,35 74,0 63,2
40 N.E. 362,5 1,24 81,0 52,2
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Tablo 16. Saglkli, Akut, Kronik Bruselloz Hasta Grubunda IL-39 Sitokin Diizeyleri

No Isim Kontrol Isim Akut (pg/ml) Isim Kronik (pg/ml)
(pg/ml)
1 E.B. 10,8 K.P. 41 U.T. 9,0
2 M.AK. 18,1 S.E. 3,0 Y.G. 9,9
3 E.A. 20,6 S.B. 59 H.D. 3.7
4 ZK. 7,3 M.K. 04 F.B. 4,1
5 O.A. 95 U.E. 3,9 K.A. 20,0
6 C.Y. 6,2 E.S. 59 U.S. 16,8
7 R.T. 5,6 LY. 58 C.0. 7,2
8 H.A. 7,9 N.C. 4.2 E.S. 3,7
9 R.A. 6,1 R.V. 55 F.T. 10,2
10 R.C. 7,2 Y.K. 51 S.Y. 3,8
11 H.B.O. 16,0 M.Y. 48 S.0. 53
12 LA. 7,3 S.F. 7,1 O.K. 7.3
13 F.A. 6,5 AM. 6,4 AK. 44
14 S.B. 77 L. 58 0.T. 59
15 M.K. 6,2 LG. 51 H.K. 59
16 H.D. 12,4 Y.G. 4,4 M.A. 53
17 M.O. 6,2 H.E. 3,1 0O.C. 3,6
18 M.K. 7,9 T.E. 4.3 S.A. 58
19 H.D. 6,6 C.F. 2,9 D.E. 49
20 AK. 6,9 LY. 4,4 H.A. 5,6
21 S.AEE. 45 A.D. 6,3
22 M.B. 3,9 HC. 72
23 M.S. 18,8 G.A. 57
24 D.K. 16,0 S.S. 4,6
25 H.0. 55 A.0.G. 47
26 O.K. 48 AT. 8,4
27 G.K. 5,0 IT. 57
28 M.A K. 6,1 ALO. 6,7
29 F.Y. 74 L.0. 6,1
30 U.B. 12,2 LV. 5.4

Saglikli kontroller ve hasta gruplari arasinda sitokin diizeylerindeki degisiklik ki kare
testi ile degerlendirilmistir. Test sonuglarma gore, akut, kronik ve saglikli kontrol
gruplart arasinda IL-35, IL-37, IL-38 ve IL-39 diizeylerinde anlamli farklilik
saptanirken IL-36 diizeyinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p =0,152). Saglikh
kontroller ve hasta gruplar1 sitokin seviyeleri agisindan istatistiksel olarak Kruskal-

Wallis Testi ile degerlendirilmistir.

4.1.1. 1L-35 Sitokin Diizeyi

IL-35 diizeyi agisindan akut-kontrol (p=0,002) ve akut-kronik (p=0,036) bireyler

arasinda anlaml farklilik saptanirken kronik-kontrol (p=1) gruplar1 arasinda anlaml
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farklilik gézlenmemistir. Akut grup IL-35 diizeyi kronik gruptakinden daha diisiik iken
saglikli kontrol grubunun IL-35 diizeyi kronik gruptan daha yiiksektir.

Tablo 17. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hasta Grubunda IL-35 Sitokin Diizeyleri
Saghikl Kontrol Akut Bruselloz
711,5 +618,7 350,5+267,7

Kronik Bruselloz
471,8 +369,1

IL-35 (ng/ml)

IL-35 (ng/ml)
1400

1200

1000

800 f 1

600

400

200

Saghkh Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz

-
: p<0,05
Sekil 13. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-35 Diizeyleri

4.1.2. 1L-36 Sitokin Diizeyi

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde saglikli kontrol, akut ve kronik hasta
gruplarinin IL-36 sitokin diizeylerinde anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p=0,152).

Tablo 18. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-36 Diizeyleri

Saghkh Kontrol

Akut Bruselloz

Kronik Bruselloz

IL-36 (ng/L)

1,8+0,1

1,3+£0,6

1,5+0,7

66




IL-36 (ng/L)

2,5

1,5

[EEN

0,5

Saghkh Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz
Sekil 14. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-36 Diizeyleri

4.1.3. IL-37 Sitokin Diizeyi

IL-37 diizeyi agisindan akut-kontrol (p=0,001) ve akut-kronik (p=0,001) bireyler
arasinda anlamli farklilik saptanirken kronik-kontrol gruplar1 arasinda anlamli farklilik
gbézlenmemistir. Akut grup IL-37 diizeyi kontrol grubundakinden daha diisiik iken
kronik grubun 1L-37 diizeyi akut grubundan daha yiiksektir.

Tablo 19. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-37 Diizeyleri
Saghkh Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz

IL-37 (pg/ml) 103,8+89,6 45.4+39,1 77,7+ 63,9
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250

200

150

IL-37 (pg/ml)

100

50

Saghkh Kontrol

*: p<0,05

Akut Bruselloz

Kronik Bruselloz

Sekil 15. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-37 Diizeyleri

4.1.4. 1L-38 Sitokin Diizeyi

IL-38 diizeyi agisindan akut-kontrol (p=0,001) ve kronik-kontrol (p=0,001) bireyler
arasinda anlaml farklilik saptanirken akut-kronik gruplari arasinda anlamli farklilik
gozlenmemistir. Kronik grup IL-38 diizeyi akut gruptakinden daha yiiksek iken
saglikli kontrol grubunun IL-38 diizeyi hem akut hem de kronik gruptan daha

yiiksektir.

Tablo 20. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-38 Diizeyleri

Saghkh Kontrol

Akut Bruselloz

Kronik Bruselloz

I1L-38 (ng/ml)

101,6 £ 77,4

55+36,6

60,7 +52,1
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1L-38 (ng/ml)

200

180

160

140 T )

120 *

100
80
60
40
20

Saghkh Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz
*: p<0,05

Sekil 16. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-38 Diizeyleri

4.1.5. IL-39 Sitokin Diizeyi

IL-39 diizeyi agisindan akut-kontrol (p=0,001) ve kronik-kontrol (p=0,008) bireyler
arasinda anlamli farklilik saptanirken akut-kronik (p=0,359) gruplar1 arasinda anlaml
farklilik gozlenmemistir. Kronik grup IL-39 diizeyi akut gruptan daha yiiksek iken
saglikli kontrol grubunun IL-39 diizeyi hem akut hem de kronik gruptan daha
yiiksektir.

Tablo 21. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-39 Diizeyleri

Saghkh Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz
1L-39 (pg/ml) 9,15+43 59+3,7 6,8+3,6

69



IL-39 (pg/ml)
16

14

12 *

10 T 1

(o]

[e)]

>

N

Saglikl Kontrol Akut Bruselloz Kronik Bruselloz

*-
1 p<0,05
Sekil 17. Saglikli ve Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinda IL-39 Diizeyleri

4.1.6. Ekstraselliiler Sitokin Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Sagliklt kontrol ile akut ve kronik bruselloz hastalarinin sitokin diizeylerinin

istatistiksel olarak kiyaslandigi tablo asagida verilmistir (Tablo 22).

Tablo 22. Sitokin diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

IL-35 1L-36 1L-37 1L-38 1L-39
Akut-saghkl * * * *
Kronik-saghkh * *
Akut-kronik * *

*: p<0,05

IL-35 ve IL-37 sitokinlerinin ekspresyon diizeyleri saglikli kontrol-akut (IL-35 i¢in
p=0,002; IL-37 igin p=0,001) ve akut-kronik (IL-35 i¢in p=0,036; IL-37 igin p=0,001)
gruplarinda benzerlik gostermektedir. Bu sitokinler, saglikli kontrol grubunda akut
gruba gore daha fazla tretilirken, kronik grupta da akut gruba oranla daha fazla
tiretilmistir. Saglikli kontrol-kronik grubu i¢in sitokin diizeylerinde anlamli bir fark
gozlenmemistir. IL-36 higbir grupta ekspresyon diizeyi agisindan anlamli farklilik
kaydetmezken, 1L-38 ve IL-39 salinim profili saglikli kontrol-akut (1L-38 ve IL-39’un
her ikisinde p=0,001) ve saglikli kontrol-kronik (IL-38 i¢in p=0,001; IL-39 igin
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p=0,008) gruplar1 acisindan benzerlik gostermektedir. Her iki sitokin de saglikli
kontrol grubunda hem akut hem de kronik hasta grubundan daha fazla diizeyde
salinmaktadir.

Aralarinda anlamli farklilik saptanan sitokin gruplarinda akut ve kronik hastalar KE

tutulumu yoniinden de kiyaslanmistir (IL-36 anlamli bulunmamustir).

Tablo23. Akut ve kronik gruplarda KE tutulumu olan ve olmayan hastalarin karsilastirilmasi

IL-35 1L-37 IL-38 1L-39
KE tutulumu (+) Akut-saghkl * * *
KE tutulumu (-) Akut-saghkh * * * *
KE tutulumu (+) Kronik-saghkl * *
KE tutulumu (-) Kronik-saghkh * *
KE tutulumu (+) Akut-kronik *
KE tutulumu (-) Akut-kronik * * *

*: p<0,05

Tablo 23°te gosterildigi gibi, KE tutulumu olan akut-saglikli kontrol gruplar1 arasinda
IL-37 (p=0,012), IL-38 (p=0,019) ve IL-39 (p=0,042) sitokin ekspresyonlari
bakimindan anlamli farklilik gosterdigi IL-35 salimiminda ise anlamli bir farklilik
gostermedigi gozlenmistir. KE tutulumu olmayan akut-saglikli kontrol gruplari
arasinda tiim sitokin diizeyleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p (L-35, 1L-37, 1L-38, 1L.-39):0,001). KE tutulumu olan kronik-saglikli kontrol
grubu ile KE tutulumu olmayan kronik-saglikli kontrol gruplarinda ise IL-38 (sirasiyla
Pre»=0,031; pxe=0,001) ve IL-39 (sirasiyla pke+=0,03; pxer=0,003) sitokinlerinde
farklilik  gozlenirken 1IL-35 ve [1L-37 sitokinlerinde anlamli bir farklilik
kaydedilmemistir. KE tutulumu olan akut-kronik gruplari arasinda sadece IL-37
(p=0,024) ekspresyon diizeyi anlamli bulunurken IL-35, 1L-38 ve IL-38 sitokinlerinin
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunmamistir. KE tutulumu olmayan
akut-kronik gruplari arasinda ise IL-35 (p=0,009), IL-37 (p=0,001) ve IL-39 (p=0,04)
sitokinlerinde anlamli farklilik gézlenirken IL-38 sitokin grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmamistir. Bunlara ek olarak sitokin gruplari arasinda
anlaml bir iliski olup olmadigini incelemek i¢in Spearman korelasyon testi ile her bir

sitokin grubunun diizeyleri akut ve kronik gruplarda karsilastirilmistir. Akut ve kronik
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hasta gruplarinda tiim sitokinlerin diizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon
gozlenmistir. Korelasyon testi sonucunda elde edilen verilere ait grafikler asagida

gosterilmistir.

Pro-enflamatuvar sitokin gruplarina ait korelasyon grafikleri;

Sekil 19. a) Akut hasta grubunda I1L-36 ve 1L-39 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,759, p<0,05) b) Kronik hasta grubunda IL-
36 ve IL-39 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,78, p<0,05)
a)

Akut
20

15

10

IL-39

00~ / 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
IL-36

b)

Kronik
25,0

20,0 [

15,0

IL-39

10,0 _® o

5,0 "‘:} . ‘

0,0
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

I1L-36
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Anti-enflamatuvar sitokin gruplarina ait korelasyon grafikleri;

Sekil 20. a) Akut hasta grubunda IL-35 ve 1L-37 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,67, p<0,05) b) Akut hasta grubunda IL-35
ve IL-37 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,723, p<0,05)
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Sekil 21. a) Akut hasta grubunda IL-35 ve IL-38 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,691, p<0,05) b) Akut hasta grubunda IL-
35 ve IL-38 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,602, p<0,05)

a)
Akut
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Sekil 22. a) Akut hasta grubunda IL-37 ve IL-38 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,636, p<0,05) b) Akut hasta grubunda IL-
37 ve IL-38 diizeyleri arasindaki korelasyon (r=0,794, p<0,05)

a)

b)
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4.2. Molekiiler Yontemler (PCR) ile Elde Edilen Bulgular

Tiim RT-PCR sonuglari, Abi Step One Plus Data Software veri tabanindan alinan
delta CT (ACT)’ ler seklinde temin edilmistir. Her bir sitokindeki her bir mRNA’ nin
ekspresyonunu web tabanli program olan RT? Profiller PCR Array Data Analysis
version 3.5  (https://www.giagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-
center-overview-page/other-real-time-pcr-probes-or-primers-data-analysis center/) ile
gerceklestirilerek, tiim sitokinlerdeki her bir mRNA’ nin Kat Degisimi (Fold Change)
seklinde belirlenmistir. Bu istatistikler ve grafikler SPSS20 programi kullanilarak
yapilmistir. Calismada kullanilan sitokinlere ait ilgili genler ve referans gen (actin
beta-ACTB) ile birlikte tablo 23 ve 24’te gésterilmistir.

Tablo 23. Kullanilan sitokinler ve ilgili genleri

Sitokinler Genler
1L-35 Ebi3/IL-12A
IL-36 IL-36G
1L-37 IL-37
1L-38 IL1F10
IL-39 IL-23A/Ebi3

Tablo 24. Kullanilan Genlerin Tanimi

Gen Tanim
ACTB Actin, beta
EBI3 Epstein-Barr virus induced 3
IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19
IL12A ;)r;tg)rleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte maturation factor 1,
IL1F10 Interleukin 1 family, member 10 (theta) (interleukin 38)
1L37 Interleukin 37
IL36G Interleukin 36, gamma

4.2.1. Referans Gen ACTB RT-PCR Sonuclar:

Calismada referans gen olarak ACTB kullanilmistir. ACTB ekspresyon sonuglari

ornek tablo ve sekilleri ile birlikte asagida verilmistir.
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Tablo 25. Rotor Gene RT-PCR Dongiisti Basamaklari

Cycle Cycle Point

Hold @ 95°c, 10 min 0 secs
Cycling (40 repeats) Step 1@ 95°c, hold 15 secs
Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to Cycling A{[Green][1][1])

Saglikl1 kontroller ile akut ve kronik bruselloz hastalarindan izole edilen 6rnekler
Rotor Gene cihazinda 95 °C’de 10 dakika bekledikten sonra, ilk basamak 95°C’de 15

saniye ve ikinci basamak 60°C’de 30 saniye olmak iizere 40 tekrarla inkiibe

edilmistir.

Quantitation data for Cycling A.Green

1,50 1

-— —
=] ™
o 0

Morm. Fluoro.
_D
-]
[0} ]

0,50

0,25 -

0,00

Threshold =
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Sekil 23. Dongii siiresince florasans boyanmanin kantitatif sonug degerleri

PCR analizi sonucunda cihazdan elde edilen threshold degerleri ve her bir bireye ait
ACTB geninin kaginci dongiiden itibaren eksprese olmaya basladigi gosterilmistir.

ACTB’ya ait Ct degerleri Tablo 26’da gosterilmistir.
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Tablo 26. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz referans gen Ct degerleri

ACTB CrDegerleri

Saghkl Kontrol Kronik Akut
13,31 15,2 14,3
11,62 13,47 13,56
13,29 12,74 13,12
12,07 12,39 12,54
11,37 11,47 11,4
14,68 11,35 13,03
12,18 11,58 11,99
12,36 10,93 12,47
11,47 11,89 12,37
12,68 12,33
12,34

4.2.2. 1L-35 RT-PCR Sonuglari

4.2.2.1. EBI3 Gen Ekspresyonu

Tablo 27. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz EBI3 Ct degerleri

EBI3 Cr Degerleri

Saghikh Kontrol Kronik Akut
25,63 27,68 27,98
23,84 29,36 29,48
24,53 24,66 27,6
25,17 24,54 Undetermined
27,04 24,4 24,74
32,55 24,79 26,46
25,36 23,37 24,54
26,35 22,84 23,83
25,88 26,82 25,58
25,42 25,32

27,05
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4.2.2.2. IL12A Gen Ekspresyonu

Tablo 28. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz IL12A Cy degerleri

IL12A C+rDegerleri
Saghkh Kontrol Kronik Akut
25,96 24,43 24,22
24,45 25,35 25,36
24,83 25,44 25,46
24,12 23,97 26,7
25,28 24,33 24,66
25,93 24,83 25,52
25,72 24,15 25,88
23,72 24,34 25,35
23,26 24,96 24,74
25,43 24,5
24,74
4.2.3. IL-36 RT-PCR Sonuglari
4.2.3.1. 1L36G Gen Ekspresyonu
Tablo 29. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz IL36G Cr degerleri
IL36G Cr Degerleri
Saghkh Kontrol Kronik Akut
31,48 31,2 29,83
30,12 35,42 Undetermined
30,82 30,13 30,29
30,86 30,7 33,27
31,28 Undetermined 31,14
30,93 30,02 Undetermined
31,25 30,37 30,42
30,64 31,34 Undetermined
30,06 31,35 26,46
29,82 30,2
31,46
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4.2.4. 1L-37 RT-PCR Sonuglari

4.2.4.1. 1L37 Gen Ekspresyonu

Tablo 30. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz IL37 Ctdegerleri

IL37 Ct Degerleri

Saghkl Kontrol Kronik Akut
27,03 30,51 29,61
29,57 30,53 29,54
26,55 31,94 30,77
31,35 29,69 26,89
25,89 29,58 29,77
30,1 28,81 29,41
30,42 31,47 30,51
30,34 29,78 30,4
30,62 28,94 29,47
28,87 31,1
29,17

4.2.5. 1L-38 RT-PCR Sonuglari

4.2.5.1. IL1F10 Gen Ekspresyonu

Tablo 31. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz IL1F10 Cr degerleri

IL1F10 Ct Degerleri
Saghikli Kontrol Kronik Akut
35,46 34,96 36,28
26,64 36,16 26,53
36,81 Undetermined Undetermined
17,76 37,31 Undetermined
39,62 33,99 27,97
Undetermined 25,48 30,2
Undetermined 36,23 Undetermined
37,46 29,8 35,12
38,56 36,02 24,32
Undetermined 33,35
Undetermined
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4.2.6. IL-39 RT-PCR Sonuglari

4.2.6.1. EBI3 Gen Ekspresyonu

EBI3 Crdegerleri tablosu I1L-35 RT-PCR sonuglarinda gosterilmistir.

4.2.6.2. IL23A Gen Ekspresyonu

Tablo 32. Saglikli kontrol, kronik ve akut bruselloz IL23A Crdegerleri

IL23A C+ Degerleri

Saghikl Kontrol Kronik Akut
25,96 23,75 24,08
24,45 24,27 24,25
24,83 24,08 25,46
24,12 24 26,7
25,28 23,79 24,66
25,93 24,09 25,52
25,72 22,99 25,88
23,72 23,18 25,35
23,26 23,62 24,74
25,43 24,5
24,74

4.2.7.Gen Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, akut, kronik ve saglikli kontrol gruplarinin 2
(-Avg. (ACt)), kat degisimi ve p degerleri ile akut ve kronik gruplarin karsilagtirildigi
tablolar asagida gosterilmistir (Tablo 33, 34).
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Tablo 33. Saglikli kontroller ile Akut, Kronik Bruselloz Hastalarinin 2°(- Avg.(ACt)), kat degisimi ve p degerlerinin

karsilastirilmasi
Genler Kontrol Akut Kronik
27(-Avg.(ACH) Avgz.;\A(-Ct)) De;:i:ni* p degeri® Avgz.?A(-Ct)) Deg}?;;i* p degeri®
ACTB 1 1 1 0 1 1 0
Ebi3 0,000077 0,000034 0,444 0,559573 | 0,000118 1,5423 0,558189
IL-23A 0,000189 0,000183 0,9651 0,667078 | 0,000366 1,9323 0,188598
IL-12A 0,000189 0,000169 0,892 0,952946 | 0,000197 1,0411 0,511834
IL1F10 0 0 2,6587 0,314208 0 1,5419 0,358231
IL-37 0,00001 0,000007 0,7261 0,200815 | 0,000004 0,4256 0,108915
IL-36G 0,000003 0,000001 0,2298 0,444847 | 0,000001 0,303 0,707156
*: Saglikli kontrollere gore
Tablo 34. Akut ve kronik hasta gruplarinin karsilastirilmast
Genler Akut-Kronik
27 (-Avg.(ACY) Kat Degisimi* p degeri*
ACTB 1 1 0
Ebi3 0,000034 0,365 0,55799
IL-23A 0,000183 0,4602 0,19802
IL-12A 0,000169 0,7487 0,403647
IL1F10 0 1,8457 0,3917
IL-37 0,000007 1,2509 0,516293
IL-36G 0,000001 0,8121 0,516148

*: akut kronige gore

Tabloda kronik grubun kat degisimi degerleri akut gruba gore daha yiiksektir. Sadece

IL-37 geninin kat degisim degeri akut grupta kronik gruptakinden yiiksektir ¢1,7 Kat).

p degerleri ise hem akut hem de kronik grupta p<0,05’e uygun degildir (referans gen-

ACTB harig). Gruplar arasinda anlamli bir farklilik gortilmemistir. p degerleri her bir

hasta ve kontrol grubunun 2°(-Avg.(ACt)) degerlerinden yararlanilarak Student’s T

testi yontemiyle hesaplanmuistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bruselloz diinya genelinde yaygin goriilen bir hastaliktir. Brusellozun farkli
formlar1 bulunmakla birlikte akut formdan kroniklesmeye gidisteki mekanizmasi
heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu karmasik siirece ¢oklu bakteriyel kosullarin
yani sira konak faktorii de dahil edilebilir. Brucella enfeksiyonunun regiilasyonunda
pek c¢ok etken bulunmaktadir. En Onemli etkenlerden biri de sitokinlerdir.
Immiinomodiilatér sitokinler bakterinin konaga ilk giris anindan itibaren taninmasi ve
konagin immiin sistemi tarafindan yanit olusturulmasi siireclerinin anahtar
elemanlaridir. Enfeksiyonlarin lokal bir alanda sinirlandirilarak patojenin etkisiz hale
getirilmesini saglayan koruyucu immiin mekanizmalarin anlasilmasi; farkli hasta
gruplarinda, 6zellikle Brucella enfeksiyonlarinda etkin spesifik immiin yanitin ortaya
konmasina ve elde edilen bilgiler 1s1ginda daha etkili yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine  yardimct  olabilir. Bu amagla g¢alismamizda, Brucella
enfeksiyonlarinda immiinomodiilator sitokinlerin immiin cevaptaki rolii arastirilmistir.
Brucella’ya kars1 olusan koruyucu immiin cevabin hiicresel ve molekiiler temellerinin
anlasilmasi; hastaligin kontroliinde etkili olabilecek spesifik tani reaktiflerinin
hazirlanmasinda ve tedavi i¢in alternatif immiin modiilator yaklasimlarin
belirlenmesinde 6nemli yararlar saglayabilir.

Konagin patolojik ozellikleri ve savunma mekanizmasima gore, immiin sistem
hiicreleri etkili bir yanit olusturmak ve hiicrelerarasi iletisimi saglayabilmek i¢in gesitli
biyolojik iirlinler iiretirler. Bu iiriinler arasinda sitokinler cok sayida enfeksiyonun, oto-
reaktif bozuklugun, allerjik hastaliklarin olusumuna ve ilerlemesine etki eden 6nemli
mediatorlerdir.  Genellikle  pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar  olarak
smiflandirilan sitokinler ¢esitli hiicre popiilasyonlar: tarafindan salinirlar. Hem pro-
enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar sitokinler bir enfeksiyonun farkli asamalarinda
immiinojenlere karsi belirgin yanitlar olustururlar. Ayrica, benzer uyaranlara kars

tiretilen sitokin yanitlar1 farkli bireyler ve tiirler arasinda hastaligin yapisina baglh
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olarak (kronik, akut, patojenik veya otoreaktif) farklilik gosterir. Gegtigimiz on yilda
immiinomodiilator sitokin arastirmalarinin g¢esitli hastalik modellerinde ilgi odag:
oldugu gériilmektedir. Immiin sistemi aktive etme ve siiprese etme 6zelliklerinin yani
sira terapotik uygulanma potansiyelleri de s6z konusudur. Otoimmiin hastaliklar,
cesitli kanser tiirleri ve bulasic1 enfeksiyon hastaliklari gibi birgok hastalik tiirtinde bu
kullanim potansiyellerine yonelik c¢aligmalar yapilmaktadir. Bu c¢alismada yeni
immiinomodiilator sitokinlerin Bruselloz hastalarindaki serum diizeyleri ve
PKMH’lerindeki gen ekspresyon seviyelerine bakilmistir.

IL-35, IL-12 sitokin ailesinin yeni bir tiyesidir. IL-12A ve Ebi3 olarak adlandirilan
iki ayr1 gen tarafindan kodlanir. Birgok patolojik siirece dahil olan anti-enflamatuvar
bir sitokindir (Li ve ark., 2012). IL-35’in etkinligi ile ilgili ¢alismalarda farkli hasta
gruplari ve gesitli calisma metodlar1 kullanilmaktadir. Guillain-Barre sendromu (GBS)
olan hastalarda yapilan bir ¢alismada IL-35 diizeyi, serum ve serebral spinal sivi (CFS)
orneklerinde incelenmistir. GBS’nin alt tiplerinden olan akut motor aksonal noropatili
(AMAN) ve akut enflamatuvar demiyelinizan poliradikiilonoropatili (AIDP)
hastalarda IL-35 diizeyi saglikli kontrollere gére anlamli lglide azalma gostermistir.
Calismada IL-35’in GBS’li hastalarda koruyucu olabilecegi ve hastalik olusumunun
saptanmasinda énemli bir biyomarker olarak rol oynayabilecegi gézlenmistir (Zhang
ve ark., 2017). Romatoid artritli hastalardaki IL-35 salinimi ile ilgili ¢alismada bu
sitokinin otoimmiin hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugu gozlenmistir.
Romatoid artritli hastalardan aliman serum orneklerindeki IL-35 seviyesi saglikli
kontrollere gore onemli derecede azalma gostermistir (Ning ve ark., 2015). Bir diger
calismada IL-35’in gebelik ile iliskisi arastirnllmistir. Calismaya saglikli gebe, gebe
olmayan ve rekiirran spontan abortus vakalari dahil edilerek IL-35 seviyesindeki
degisimler izlenmistir. Calismada IL-35 serum diizeyi saglikli gebe kadinlarda artis
gosterirken rekiirran spontan abortus vakalarinda azalma gostermistir. Bu durum IL-
35’in basarili bir gebelik icin gerekli immiinolojik faktorlerden biri olabilecegi
konusunda fikir vermektedir (Yue ve ark., 2015). Otoimmiin ensefalomiyelitte (Liu ve
ark., 2018) immiin toleransla iliskili olarak IL-35 serum diizeylerinde artig gozlenirken
koroner arter hastaligi (CAD) olan bireylerde 1L-35 plazma seviyesinde azalma
raporlanmistir (Sanchez et al, 2017). Bir diger ¢alismada, sepsisli yetiskin ve ¢ocuk

hastalardan alinan serum drneklerinde IL-35 konsantrasyonu saglikli kontrollere gore
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daha yiliksek bulunmustur. IL-35 diizeyi sepsisin siddetine gore giderek artis
gostermistir. Artan IL-35 diizeyi, lojistik organ disfonksiyonu (LOD) ve enflamasyon
markerleri ile iliskilendirilmistir. Sepsis siiresince 1L-35 ile IL-6, IL-8, IL-27, IL-10
ve TNF-a sitokinleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goézlenmistir. Fare anti-
IL-35p35 antikoru ile noétralize IL-35 etkisinin incelendigi fare modellerinde
peritoneal notrofil sayisinda artis gozlenmistir. Ayrica pro-enflamatuvar mediatorlerin
salmiminin da daha yiiksek titrelere ulastigi saptanmistir. Calismada IL-35 subunitleri
Ebi3 ve p35’in de ekspresyon diizeylerinde artis kaydedilmistir (Du et al, 2016).
Postinfluenza pnomokokal pndmoni ¢aligmak iizere tasarlanan bir fare modelinde, IL-
35’in bu enfeksiyona karsi konak savunmasindaki rolii degerlendirilmistir. Klinik
analiz sonuglar1 influenza ile enfekte hastalarda IL-35 diizeyinin saglikli bireylere
oranla arttigini gostermistir (Chen ve ark., 2016). IL-35’in kronik HBV (Hepatit B
Virus) enfeksiyonlarindaki roliiniin arastirildigi baska bir c¢alismada ise Kkronik
hastalarin saglikli kontrollere gore IL-35 serum ve mRNA diizeylerinde Onemli
derecede azalma gozlenmistir (Sheng-Tao ve ark., 2018). Kronik HBV hastalariyla
yapilan bu ¢alismada IL-35 diizeyinde azalma g6zlenmesi ¢alismamizda elde ettigimiz
kronik bruselloz hastalarinin IL-35 diizeyindeki azalmayla benzerlik gostermektedir.
Bizim calismamizda da IL-35 serum diizeyleri kronik Bruselloz hastalarinda saglikli
kontrollere gore azalmistir. Akut hastalarda ise kronik hasta grubundan daha diisiik
diizeydedir. 1L-35 ve Brucella enfeksiyonu arasindaki iligki ile ilgili heniiz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sonug, IL-35 sitokin diizeylerinin hiicre i¢i mikroorganizmalarla
olusan enfeksiyonlara kars1 direngte ve kroniklesmede rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. PKMH’lerde mRNA ekspresyonu Ebi3 ve IL-12A i¢in kronik
hasta grubunda akut hasta grubundan daha yliksek ¢ikmasina ragmen akut, kronik ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

IL-36, dort temel elemandan olusan (IL-36a, I1L-36f, IL-36y, IL-36Ra) yeni bir IL-
1 ailesi tyesidir. Pro-enflamatuvar ozellikteki bu sitokinin ¢esitli hastaliklarin
gelisiminde gorev aldigi gosterilmistir. Enflamasyonun regiilasyonunda merkezi bir
rol oynayan IL-36 sitokinleri, deri hastaliklari, artrit ve pulmoner rahatsizliklarin yani
sira birgok enfeksiyoz hastaliga aracilik etmektedir. Yapilan arastirmalar, 1L-36
sitokinlerinin, agonistler ve antagonistler arasinda gergeklestirdigi 6zgiin islevleri

nedeniyle insan hastaliklarinin patogenezine katkida bulundugunu gostermektedir.
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Calismalarda IL-36’nin HSV-1 enfeksiyonuna karsi koruma sagladigi ancak edinsel
immiin yanitin baslamasini diizenlemedigi bildirilmistir. IL-36’nin HSV-1’e kars1
immiin yanittaki rolii enfekte fare modelleri kullanilarak incelenmistir. Ekspresyon
analizleri sonucu IL-36a ve IL-363 mRNA diizeylerinin arttigi, IL-36y diizeyinin ise
degismedigi goOzlenmistir. Calisma sonucunda ise IL-36B’nin bilinmeyen
fonksiyonlarmin HSV-1 enfeksiyonuna karsi koruyucu olabilecegi one stiriilmiistiir
(Milora ve ark., 2017). Tiberkiiloza karst konak savunmasinda IL-36’nin roliiniin
arastirildigr baska bir ¢alismada, M. tuberculosis ile enfekte makrofajlarin IL-36y
tiretimini iki basamakta diizenledigi gozlenmistir. Birinci basamakta mikrobiyal
ligandlar TLR ve MyD88 bagimli yolaklar1 IL-36y salinimi i¢in uyarirken ikinci
basamakta endojenik IL-1B ve IL-18, IL-36y sentezini ¢ogaltir. Ayrica IL-36y’nin
insan makrofajlarinda M. tuberculosis gelisiminin inhibisyonunu destekledigi
gosterilmigstir. Calismada IL-36y’nin tiiberkiiloz enfeksiyonunda uyarici ve regiilator
bir role sahip oldugu Ongoriilmistiir (Ahsan et al, 2016). IL-36 ve Brucella
enfeksiyonu arasindaki iliski ile ilgili heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
caligmamizda IL-36 seviyeleri akut ve kronik bruselloz vakalarinda saglikli kontrole
gore daha diisiik diizeyde olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Akut ve kronik hasta gruplarinin mRNA (IL-36G)’lar1 da saglikli
kontrol grubuna gore daha az eksprese olmasina ragmen gruplar arasinda anlaml
farklilik g6zlenmemistir. Bu sonug, pro-enflamatuvar bir sitokin olan IL-36 tiretiminin
Brucella bakterisi tarafindan baskilandigint disiindiirmektedir. Bu  siipresyon
mekanizmalarini agiga ¢ikarmak icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

IL-37, enflamasyonu azaltan ve immiin yaniti baskilayan anti-enflamatuvar bir
sitokindir. IL-1 ailesinin 7. iiyesidir (IL1F7). IL-37’nin anti-enflamatuvar 6zellikleri,
SLE, IBD ve hepatoselliiler karsinom gibi bir¢ok kronik enflamatuvar hastaliklar ve
timorlerle iligkilidir (Dinarello ve Bufler, 2013). Imaeda ve ark., IL-373’nin IBD
hastalarinin kolon dokusunda yiiksek diizeyde eksprese oldugunu ve ekspresyon
diizeyi ile hastaligin derecesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir. In
vitro ¢alismada ise IL-37f nin T hiicre ve DH aktivasyonunu inhibe ettigi ve boylece
intestinal enflamasyonu azalttigi gozlenmistir (Imaeda et al, 2013). Song ve ark., IL-
37 serum diizeylerinin SLE hastalarinda saglikli kontrollere oranla oldukc¢a yiiksek

oldugunu gostermistir. IL-37 diizeyi glukokortikoid ile tedavi sonrasi azalmis ve IL-
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37 diizeyi IL-18, IFN-y ve IL-6 ile pozitif korelasyon gostermistir (Song ve ark., 2013).
Ye ve ark., PKMH’lerdeki IL-37 mRNA’lar1 ve SLE hastalarinin serum IL-37
diizeylerinin saglikli bireylere gore onemli oranda yiliksek oldugunu gostermistir.
Calisma sonucunda IL-37’nin SLE etkinligi ile iliskili oldugu diisiiniilmiis ve IL-
37°nin SLE’de koruyucu bir rol oynayabilecegi one stiriilmiistiir (Ye ve ark., 2014).
RA hastalarinda ise IL-37 serum diizeylerinin saglikli kontrollere gore oldukga yiiksek
oldugu gostermistir (Zhao ve ark., 2014). In vitro ¢alismalar ise IL-37’nin IL-17, IL-
I ve IL-6 ekspresyonunu Onemli Ol¢iide azalttigt ve Thl7 lenfositlerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Ayrica, IL-37°nin Thl7 hiicre
farklilagmasi tlizerinde etkisi olmadigi da saptanmistir (Ye ve ark., 2015). Lunding ve
ark., alerjik astimli ¢ocuklarla yaptigi ¢alismada, PKMH’lerde IL-37 saliniminin
saglikli kontrollere gore daha diisiik oldugunu saptamistir (Lunding ve ark., 2015).
Ayrica, Guillan-Barre sendromu, ankilozan spondilit ve Graves hastaliginda 1L-37
seviyelerinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oranda eksprese oldugu da
saptanmistir. HIV-1 ile yapilan ¢alismalarda IL-37’nin artan ekspresyonunun
enflamasyonu sinirlayarak HIV-1’in regiilasyonunda rol oynadigi raporlanmuistir.
PKMH’lerde HIV-1 DNA diizeyi ile IL-37 mRNA diizeyi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu ancak anlamli bir farklilhik bulunmadigi gézlenmistir (Poizot-
Martin ve ark., 2013). IL-37’nin HIV enfeksiyonu ile iligkisinin arastirildig1 baska bir
calismada ise kronik HIV-1 hastalarinin PKMH’lerindeki IL-37 mRNA diizeylerinin
saglikli kontrollere oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur. Calismanin sonucunda
total viral HIV-1 DNA’s1 ile IL-37 mRNA’s1 arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu
saptanmustir. IL-37 MRNA diizeyinin kronik HIV-1 enfeksiyonu tarafindan etkilendigi
gosterilmistir (Hojen et al, 2015). Aspergillus enfeksiyonlu fare modellerine yapilan
IL-37 enjeksiyonu sonucunda bu sitokinin  NLRP3 inflamazom aktivasyonu,
enflamatuvar faktorler, kemotaktik faktorler, notrofil infiltrasyonu, akciger hasar1 ve
kistik fibrozis diizeyini azalttigi gozlenmistir (Moretti et al, 2014). IL-37’nin
tiiberkiilozdaki etkinliginin incelendigi bir diger ¢alismada, bu sitokinin diizeyinin
tiiberkiiloz hastalarinda azaldigi gozlenmistir. IL-37 diizeyi ile IFN-y ve IL-12
arasinda negatif korelasyon goriiliirken, 1L-37 ile IL-10 ve TGF-p diizeyleri arasinda
pozitif bir korelasyon bulunmustur. IL-37 iretimi aktif tiiberkiiloz hastalarinin

PKMH’lerinde engellenirken, IFN-y ve IL-10 {iretimi 6nemli derecede artmustir.
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Calismada, tiiberkiiloz hastalarinda IL-37 ekspresyonu ile IFN-y, 1L-12, IL-10 ve
TGF-B diizeyleri arasinda yakin iliski oldugu ve IL-37’nin tiiberkiiloz patogenezi
siiresince enflamatuvar sitokin IFN-y’nin siipresyonunu destekledigi saptanmistir. IL-
37, in vitro ortamda makrofajlarda fagositik aktiviteyi ve NO iiretimini inhibe eder.
Ayrica, makrofajlarin M2-benzeri bir fenotipe kaymasimi uyararak tiiberkiiloz
enfeksiyonunda patolojik bir rol oynadigi disiiniilmektedir (Huang ve ark., 2015).
Tiberkiiloz hastalariyla yapilan calismada IL-37 diizeyinde azalma gozlenmesi
calismamizda elde ettigimiz bruselloz hastalarimin IL-37 diizeyindeki azalmayla
benzerlik gostermektedir. Bizim ¢alismamizda serumdaki IL-37 diizeyi, bruselloz
hastalarinda saglikli kontrollerle kiyaslandiginda azaldigi, kronik hastalarda akut
hastalara oranla istatistiksel olarak anlamli bigimde artmis oldugu gosterilmistir. Bu
sonuclar IL-37°nin hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlu hasta gruplarinda benzer bigimde
davrandigini ortaya koymustur. Antienflamatuvar 6zellikteki bu sitokinin akut hastalar
ile kiyaslandiginda kronik bruselloz hastalarinda yiiksek bulunmasi, kronisiteye
dontisiimii agiklayabilir.

IL-38 (IL1F10) IL-1 ailesinin iyelerindendir. IL-1Ra ve IL-36Ra ile yapisal
benzerlik gosterir. Anti enflamatuvar 6zelliktedir. Enflamatuvar yanitlar1 baskilar ve
immiin yanitlarin diizenlenmesinde gorev alir. Bu calismada, IL-38 mRNA diizeyi,
kalp, plasenta, fetal karaciger, deri, dalak, timiis ve tonsil dokularinda 6l¢iilmistiir. IL-
38’in daha ¢ok deride ve tonsillerin prolifere B hiicrelerinde eksprese oldugu
gozlenmistir (Lin ve ark., 2001). Ancak immiin olmayan dokularda (kalp, plasenta)
IL-38 daha diisiik seviyede eksprese olmustur (Kumar ve ark., 2000). Bazi IL-1 ailesi
tiyeleri stirekli iiretilirken bazilar1 bakteri veya enflamatuvar mediatorler araciligiyla
endiiklenebilir ekspresyona sahiptir. Yapilan calismalar IL-38’in IL-36 aracili
enflamatuvar hastaliklarla yakin iliskide oldugunu gostermektedir. Boutet ve
arkadasglar1 (2016), IL-38 mRNA diizeylerinin RA hastalarinin sinoviyal dokularinda
saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugunu saptamistir. IL-38in sinoviyal sividaki
16kosit (0zellikle monosit) sayist ve IL-1f, IL-1Ra, CCL3, CCL4 ekspresyon
seviyeleri ile iligkisi oldugunu gostermistir. Calisma sonucunda IL-38 saliniminin
artrit hastalarinda artis gosterdigi ve hastalik patogenezinde negatif bir rol oynadigi
ongoriilmiistiir (Boutet ve ark., 2016). Diger bir ¢alismada ise 1L-38’in aktif SLE

hastalarinda saglikli kontrollere oranla yiiksek diizeyde oldugu saptanmis ve IL-38’in
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SLE gelisimini zayiflattigi sonucuna ulasilmistir (Rudloff ve ark., 2015). IBD
(tilseratif kolit ve Crohn hastaligi)’li bireylerde IL-38 mRNA seviyeleri, IL-1p, IL-
17A ve IL-6 ekspresyonu ile korele sekilde saglikli kontrollere gore daha yiiksek
oranda bulunmustur (Boutet ve ark., 2016). Bunun disinda psoriasis, kronik obstruktif
akciger sendromu, oksijenle endiiklenen retinopati gibi gesitli hastaliklarda da 1L.-38
salimim diizeyinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. 1L-38’in
biyolojik fonksiyonunu arastirmak icin yapilan calismalarda, bu sitokinin fungal
endiiklii Th17 yanitlarim1 baskiladigi gézlenmistir (van de Veerdonk ve ark., 2012).
SIRNA ve IL-38’in PKMH’lerde baskilandigi bir diger ¢calismada ise 1L-6, APRIL ve
CCL2 iiretiminde artis saptanmistir. Ayrica IL-38’in LPS ve IL-1p uyarimina yanit
olarak pro-enflamatuvar sitokin iiretimini arttirdigi ve agonist bir etki gosterdigi de
raporlanmustir (Rudloff ve ark., 2015). Bir baska ¢alismada, artan IL-38 diizeyleri ile
anti-viral terapi almayan kronik hepatit B hastalarindaki karaciger hasar1 arasinda bir
korelasyon oldugu ve terapi alanlarda IL-38 seviyesinde artis oldugu gozlenmistir.
Sonug olarak IL-38’in karaciger hastaliginda koruyucu bir rolii oldugu diistintilmistiir
(Hong-Juan ve ark., 2016). Calismamizda, IL-38 serum diizeyleri akut ve kronik
Bruselloz hasta gruplarinda saglikli kontrollere oranla diisiik bulunmustur. Kronik
vakalarda akut vakalara oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu artis istatistiksel olarak
anlamli olmasa da IL-38’in kronik enfeksiyona doniisimde rol oynadigini
diistindiirmektedir.

IL-39, IL-12 ailesine ait yeni pro-enflamatuvar bir sitokindir. IL-39 ile ilgili ¢ok
fazla caligma bulunmamakla birlikte yapilan ¢alismalarda IL-39’un uyarici ajanlara
yanit olarak makrofajlarda yiiksek oranda iiretildigi gosterilmistir (Ushach, 2015).
Ayrica, TNF-o, IL-17a ve IL-12 gibi ¢esitli sitokinlerin makrofajlarda IL-39 {iretimini
arttirdigi, TGF-B ve IFN-y’nin ise bu sitokin {iretimini inhibe ettigi raporlanmistir
(Ushach, 2015). Esas olarak makrofajlar tarafindan firetilen, biiyiik miktarlarda
dolagimda bulunan ve immiinomodiilator aktiviteye sahip bu sitokinin nétrofillerin
tiretimini ve farklilagmasini da endiikledigi gozlenmistir (Ushach, 2015). Yapilan
caligmalarda 1L-39 (Ebi3/IL-23p19) kimera proteininin insan 16kositlerini uyarmada
basarisiz oldugu ve STAT3 sinyalizasyonu gostermedigi raporlanmistir. Bu durum
fare modellerinde denendiginde ise IL-39’un aktivite gosterdigi ve STAT3
aktivasyonunu sagladigr gozlenmistir (Bridgewood ve ark., 2019). Bir diger

89



calismada, IL-39’un lupus-benzeri fare modellerinde LPS ile uyarilmis B hiicreler ve
GL7" aktive B hiicrelerden iiretildigi g6zlenmistir. Calisma sonucunda IL-39’un lupus
benzeri fare modellerinde STAT1/STAT3 aktivasyonu aracili enflamatuvar yanitlara
yardimer oldugu ve SLE’nin immiinopatojenik mekanizmalarini destekleyebilecegi
distiniilmistir (Wang ve ark., 2016). Brusellozlu olgularda IL-39 ekspresyonu ile
ilgili herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Bu calismada, IL-39’un akut ve kronik
bruselloz hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore daha diisiik seviyede eksprese
oldugu goriilmiistiir. Bu durum Brucella enfeksiyonunun pro-enflamatuvar 6zellikte
olan IL-36 ile benzer bigimde IL-39 ekspresyonunu da baskiladigini
distindiirmektedir.

Sonug olarak, hem pro-enflamatuvar (IL-36, IL-39) hem de anti-enflamatuvar (IL-
35, 1L-37, IL-38) ozellikte oldugu kabul edilen yeni sitokinlerin serum diizeylerinin,
hasta gruplarinda saglikli kontrollere oranla azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum Brucella
bakterisinin bu sitokin gruplarinin ekspresyonunu baskiladigini diistindiirmektedir.
Sepsis’de (Matsumoto ve ark., 2018) ve tiiberkiiloz (Basingnaa ve ark., 2018) gibi bazi
enfeksiyon hastaliklarinda goriilen anti-enflamatuvar sitokinler ile pro-enflamatuvar
sitokinler arasinda pozitif korelasyona benzer bigimde hasta grubunda saglikli kontrole
gore anti-enflamatuvar sitokinlerin azalmasina karsilik pro-enflamatuvar sitokinlerin
de azaldigi, kronik vakalarda ise akut vakalara oranla hem pro-enflamatuvar hem de
anti-enflamatuvar sitokinlerin arttigi gozlenmistir. Anti-enflamatuvar sitokinlerden
IL-35 ve IL-37 akut hastalara kiyasla kronik hasta gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml artis bulunmustur. Anti-enflamatuvar bu sitokinlerin kronik vakalarda artmis

olmast kroniklesmede 6nemli rol oynadiklarini diistindiirmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ADCC: Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite
AP-1: Aktive edici protein-1

ASH: Antijen sunan hiicre

BCV: Brucella igeren vakuol

BOS: Beyin omurilik sivist

BvrR/BvrS: Brucella viriilans iliskili regiilatdr/sensor protein
CCL20: Kemokin ligand1 20

CD: Farklilagsma kiimesi

Cdc42: Hiicre boliinmesi kontrol proteini 42
CFU: Koloni olusturan {initeler

COz2: Karbondioksit

CRP: C-Reaktif protein

Cr: Cycle treshold

DH: Dendritik hiicre

DMP: Dis membran proteini

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzim bagli immiinosorban yontem
ER: Endoplazmik retikulum

FPA: Fluorescence polarization assay
GTPaz: Guanozintrifosfataz

HIV: insan immiinyetmezlik viriisii

H2S: Hidrojen siilfiir

HRP: Horse radish peroxidase

IBD: Enflamatuvar bagirsak hastalig

IFN: Interferon

Ig: immiinglobulin

IL: Interlokin
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ILC: Dogal lenfoid hiicre

IRF: Interferon diizenleyici faktor

KC: Keratinosit

KDa: Kilo Dalton

LFA: Lateral flow assay

LPS: Lipopolisakkarit

MAIT: Mukoza-iliskili degismez T
MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz
MCP-1: Monosit kemoatraktan protein-1
MHC: Major histokompatibilite kompleksi
MIP-1: Makrofaj enflamatuvar protein-1
mL: Mililitre

MO: Milattan 6nce

MyD88: Myeloid farklilagma birincil yanit1 88
NF-kB: Niikleer faktor kappa B

ng/L: Nanogram/Litre

NK: Dogal oldiiriicii

NO: Nitrik oksit

PAMP: Patojen iliskili molekiiler patern
pg/mL.: Pikogram/Litre

PKMH: Periferik kan monontikleer hiicresi
PrpA: Prolin rasmaz

PRR: Patern taniyici reseptor

RA: Romatoid artrit

Rac: Ras iliskili C3 Botulinum toksin substrati
Rho: Ras homolog gen ailesi

RNA: Riboniikleik asit

ROI: Reaktif oksijen araiirtinleri

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

rpm: Her dakikadaki devir

RT-PCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
SDS: Sodyum dodesil siilfat
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SLE: Sistemik lupus eritomatozus
STL: Sitotoksik T lenfosit

Teff: T efektor hiicre

TGF-pB: Transforme edici biiylime faktorii-beta
Th: T helper (yardimecr)

TLR: Toll-benzeri reseptor

TNF: Tiimor nekroz faktor

Treg: T regiilator hiicre

WHO: Diinya saglik orgiitii

ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre

°C: Santigrad derece
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8. TESEKKUR

Immiinoloji Anabilim Dali’nda doktora egitimi aldigim siire boyunca siirekli
destegi ile yanimda olan bilgi, gorgii ve tecriibelerine her zaman basvurdugum
Immiinoloji Anabilim Dali Baskam Prof. Dr. Barbaros ORAL hocama; bana her
acidan yol gosteren, desteklerini esirgemeyen, bilimsel gorgiilerini ve kisiligini hep
ornek aldigim, 6grencisi olmaktan gurur duydugum hosgériilic danismanim Prof. Dr.
Ferah BUDAK hocama; ¢alismanin her agsamasinda bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen,
hep destek olan, motivasyonumu arttiran Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Halis AKALIN hocama; bir iiyesi
olmaktan gurur duydugum herbirinden ayr1 ayr1 ¢ok biiyiik destekler gordiiglim,
bilgilerini cdmertce paylasan, 6zveri ile calisan Iimmiinoloji Anabilim Dali’nin degerli
calisanlar1 Figen AYMAK ve Deniz GULKAYAya; calismalarimda manevi destegi
olan ve birlikte ¢aligmaktan ¢cok mutlu oldugum sevgili ¢calisma arkadasim Mehrdad
PASHAZADEH’ye; beni bugiinlere getiren aileme; tez ¢alismamda biiyiik destek
saglayan sevgili kardesim Enver HIZ’a ve hayatimi1 anlamli kilan sabr1 ve sevgisiyle
her zaman yanimda olan, beni destekleyen, motive eden esim Uzm. Dr. Azer
ELLERGEZEN’e; bana destegini esirgemeyen herkese tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismas1 Uludag Univeristesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan
desteklenmistir (Destek No: DDP(T)-2017/13).
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