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TURKCE OZET

Bruselloz tiim diinyada ozellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak
goriilen zoonotik bir hastaliktir. Hastalik temel olarak akut ve kronik olarak iki fazda
goriilmektedir. Bruselloz tanisinda c¢ok sayida laboratuvar yontemi gelistirilmis
olmasina ragmen halen 6zgiilliikk ve duyarlilig1 yiiksek, ucuz ve giivenli kriterlerini
karsilayan 6zel bir test yoktur. Ayrica tedaviye yanit1 degerlendirecek kroniklesmeyi
ongorecek bir testte henliz bulunamamistir. Human ABI gene family member 3
(ABI3), Human C-type lectin domain family 12, member B (CLEC12B), Human DNA
damage inducible transcript 4 like (DDIT4L), Human zinc finger protein 1 (ZFP1),
Human protein inhibitor of activated STAT4 (PIAS4), Human protein phosphatase 2A
activator regulatory subunit 4 (PPP2R4), Human WD Repeat-Containing Protein 33
(WDR33) Human Indoleamine 2,3- Dioxygenase (IDO), son donemlerde kesfedilmis
ve immiin sistemin ¢esitli asamalarinda gorev alan proteinlerdir. Bu ¢alisma Brucella
patogenezinin aydinlatilmasima katki saglayacak, bruselloz tedavisine yaniti
gosterecek ve kroniklesmeyi ongorebilecek yeni markerler kesfedebilmek amaciyla
yapilmustir.

Calisma gruplart akut, kronik, iyilesen ve kontrol hastalar olmak {izere dort
grup olarak olusturuldu. Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden serum ayrilarak
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile ¢calismamizda yer alan
protein seviyeleri tespit edildi.

ABI3, CLECI2B ve PPP2R4’nin artan seviyeleri akut hastalik tanisinda,
azalan seviyeleri tedavi yanitinin degerlendirilmesinde, DDIT4L, PIAS4 ve IDO’nun
azalan seviyeleri akut hastalik tanisinda, artan seviyeleri tedavi yanitinin
degerlendirilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ayrica takip eden titrelerde
ABI3, CLECI2B, PIAS4, PPP2R4 ve IDO’nun seviyelerinin ayni diizeyde kalmasi
kroniklesmeyi on gormede bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ayrica elde edilen
sonuclar ile Brucella bakterisinin immiin sistemden gizlenme stratejisinin
anlagilmasinda yeni ipuclar1 elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, akut, kronik, ABI3, CLEC12B, DDIT4L, ZFP1,
PIAS4, PPP2R WDR33, IDO

Vi



INGILIiZCE OZET

NEW BIOLOGICAL MARKERS in THE DIAGNOSIS and FOLLOW-UP of
BRUCELLOSIS

Brucellosis is a common zoonotic disease all over the world, especially in
developing countries. Brucellosis is mainly seen in two phases, acute and chronic.
Numerous laboratory methods have been developed for the diagnosis of brucellosis,
but there is still no special test that meets the criteria of high specificity and sensitivity,
cheap and safe. In addition, it has not yet been discovered in a test to predict chronicity
to evaluate response to treatment. Human ABI gene family member 3 (ABI3), Human
C-type lectin domain family 12, member B (CLEC12B), Human DNA damage
mducible transcript 4 like (DDIT4L), Human zinc finger protein 1 (ZFP1) Human
protein inhibitor of activated STAT4 (PIAS4), Human protein phosphatase 2a
activator regulatory subunit 4 (PPP2R4), Human WD Repeat-Containing Protein 33
(WDR33) Human Indoleamine 2,3- Dioxygenase (IDO) are proteins that have recently
been discovered and are involved in various stages of the immune system. This study
was carried out in order to make important contributions to the illumination of
brucellosis pathogenesis, to discover proteins that will show response to brucellosis
treatment and that can predict chronicity.

The study groups were formed into four groups as acute, chronic, subacute and
recovering patients. Serums were separated from blood samples taken from patients in
all groups, and protein levels in our study were determined with the Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) method.

Increased levels of ABI3, CLEC12B, and PPP2R4 can be used as a marker for
diagnosis of acute illness, decreased levels for assessment of treatment response,
decreased levels of DDITA4L, PIAS4, and IDO for diagnosis of acute illness, and
increased levels as a marker for assessment of treatment response. In addition, keeping
the levels of ABI3, CLEC12B, PIAS4, PPP2R4 and IDO at the same level in the
following titers can be used as a marker to predict chronicity. Besides, new clues were
obtained in understanding the strategy of hiding Brucella bacteria from the immune
system with the results of the study.

Keywords: Brucellosis, acute, chronic, ABI3, CLEC12B, DDITAL, ZFP1, PIAS4,
PPP2R WDR33, IDO

vii



1. GIRIS

Bruselloz koyun, keci, inek, domuz gibi hayvanlardan insanlara bulasan tiim
diinyada yaygin olarak goriilen zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir (Ariza ve ark.,
2007). Her yil yarim milyon yeni vaka goriilmekte ve oOzellikle gelismekte olan
iilkelerde olmak tlizere onemli bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Pappas, Papadimitriou, Akritidis, Christou, & Tsianos, 2006). Hastalik ¢gogunlukla iyi
pastorize edilmemis siit ve siit {irlinlerinin tiiketilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Garcell
ve ark., 2016).

Brucella tiirleri gram negatif, kiigiik, hareketsiz, spor olusturmayan, hiicre i¢inde
¢ogalan, boyu 0,6-1,5 pm eni 0,5-0,7 um olan aerobik kokobasillerdir. Brucella
abortus, Brucella melitensis, Brucella suis ve Brucella canis insanlar i¢in patolojiktir
(Franco, Mulder, Gilman, & Smits, 2007). Brucella tiirleri endotoksin iiretmezler.
Hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabaka endotoksin aktivitesi gosterir.
LPS tabaka i¢inde iizerinde bulunan O polisakkarit bakteriyel viriilansda 6nemli
aktiviteye sahiptir. O zincir lizerinde bulunan A, B, C olarak adlandirilan ii¢ epitop
tiirler arasinda farkliliklar gosterir. Sitoplazmik, periplazmik ve dis membran tizerinde
bulunan yapisal proteinler antijenik Ozellik tasirlar ve immiin sistem tarafindan
taninmalarin1 saglar (Lapaque, Moriyon, Moreno, & Gorvel, 2005).

Bruselloz insidanst diinyanin degisik yerlerinde 0,03-160/100 000 arasinda
degismektedir. Cogunlukla Akdeniz Ulkeleri, Balkanlar, Iran Korfezi, Orta Dogu,
Orta ve Giliney Afrika’da goriilmektedir. Cogunlukla geri kalmis ve gelismekte olan
iilkelerde goriilmekte birlikte gelismis iilkelerde biiylik oranda eradike edilmistir
(Pappas ve ark., 2006).

Bruselloz insan viicudunda birgok organ ve sistemi tutabilmektedir. Klinik
spektrum, asemptomatik tasiyiciliktan Oliimciil hastaliga kadar degismektedir.
Inkiibasyon periyodu bir-dort hafta kadardir. Ancak aylarca uzun siireler de olabilir
(Corbel, 2006). Hastalik akut atesli hastalik veya kronik hastalik olarak ortaya
cikabilir. Hastalarin %75-100’{inde atralji, ates ve yorgunluk vardir. Bunlarin yaninda
terleme, terde kotii koku, istah kaybi, kas agrilar, titreme ve sirt agrilart olabilir

(Corbel, 2006). En yaygin klinik bulgu hepatomegali ve ates olmakla birlikte



splenomegali, periferal artrit, sakroileit, skrotal sislik, ense sertligi ve lenfadenopati
goriilebilir. Hastalik klinik semptomlarin baslangic zamanina gore akut (<8 hafta),
subakut (8-52 hafta) ve kronik (>52 hafta) olarak siniflandirilmaktadir (Gul, & Erdem,
2019). Kiiltir pozitif olup olmadigina bakilmaksizin semptom ve bulgularin
tekrarlamasi relaps olarak adlandirilir. Relaps %5-15 oraninda goriiliir ve ¢ogunlukla
kullanilan tedavi rejimi ile alakalidir. Bakterinin antibiyotik direncinden ziyade
hastanin tedaviye uyumunun kotii olmasi ile iliskilidir (Gul, & Erdem, 2019).

Bruselloz tanisinda direkt ve indirekt tani yontemleri vardir. Direkt tani
yontemleri kiiltiir ve molekiiler tan1 [Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri), (NAAT)]
iken, indirekt tan1 yontemleri ise hizli agliitinasyon testleri, tiip agliitinasyon testleri,
Coombs Testi, enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA), kompleman fiksasyon
testi (KFT), brucellacapt testi, Brucella dipsitik test, floresan polarizasyon testi, lateral
flow assay (LFA) gibi testlerdir. Bu testler i¢cinde en c¢ok kullanilani standart tiip
agliitinasyon testidir (SAT). Ancak higbir test tek basina yiiksek Ozgillik ve
duyarlilikta degildir. Baz: testler i¢in ileri laboratuvar yontemleri gerekirken, bazilari
halen standardize edilememistir (Yagupsky, Morata, & Colmenero, 2019).

In vitro model ¢alismalarda Brucella tiirlerinin konak hiicrelerine adezyonu,
hiicre i¢ine alimi, hiicre i¢i trafigi, yasam dongiisii ve replikasyonu anlagilmistir.
Brucella tiirleri epitelyal hiicrelere fermuar benzeri fagositoz ile alindiktan sonra
epitelyal bariyerleri gecerler. Mukozal fagositik hiicreler tarafindan fagosite edildikten
sonra Brucella patojen iligkili molekiiler patern (PAMP)’leri azaltarak, degistirerek
veya saklayarak immiin yanit1 zayiflatir. Sadece bazi Toll-benzeri reseptorler (TLR)
aracilig1 ile ¢ok zayif bir immiin yanit olusur. Hiicre i¢ine giren Brucella, Brucella
iceren vakuoller (BCV) i¢inde yasar, hiicre i¢i trafigi kontrol eder ve replikatif
kompartimana doniisiir. Fagosite edilmis Brucella apoptozu engelleyerek, dendritik
hiicre (DH) olgunlasmasin1 engelleyerek, antijen sunumunu azaltarak ve T hiicre
aktivasyonunu engelleyerek immiin yanittan kagar ve tropizmi olan dokulara hareket

eder (de Figueiredo, Ficht, Rice-Ficht, Rossetti, & Adams, 2015).

Konak immiin sistemi ile Brucella etkilesimi sonrasinda ya patojenin yok
edilmesi ya da hiicre i¢i parazitin ¢ogalarak kronik hastalik gelisimi ile sonlanir.

Brucella ya kars1 konak savunmasinda esas olarak antijen sunan hiicre (ASH), Thl



hiicreler ve farklilagsma kiimesi CD8+ sitotoksik T lenfositler (STL) igeren hiicre
aracili immiinite ile saglanir. Ancak immiin sistemin diger elemanlar1 da immiin yanita
katilirlar. Brucella bakterisi ile konak immiin sistem arasinda ¢ok karmasik bir
etkilesim baslar. Bu siirecte ¢ok sayida protein ve protein domainleri immiin sistemi
aktive ederken, ayni zamanda Brucella’nin gizlilik stratejisinin hedefi olurlar. Bu
etkilesim sonrasinda parazitin yaklasik % 90’1 yok edilir. Ancak geri kalanlar
yasayarak organizmayai istila ederler (Skendros, & Boura, 2013).

Insan deoksiriboniikleik asidinin (DNA) yapisinin aydinlatilmasinda sonra, ¢ok
sayida gen ve bu genlerin kodladig1 protein ve protein domainleri kesfedilmistir. Bu
proteinlerin  hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, transkripsiyon, hiicre iskeletinin
olusturulmasi, hiicre gocii ve protein fosforilasyonu gibi bilinen fonksiyonlarinin
yaninda heniliz tam olarak anlasilamayan c¢ok sayida fonksiyonu oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bu proteinlerin bruselloz hastalarindaki fonksiyonlar
neredeyse hi¢ aragtirllmamistir. Brucella patogenezi ve immiinobiyolojisi hakkinda
olduke¢a fazla bilgi edinilmistir. Ancak temel noktalarin anlagilmis olmasina ragmen
parazit ve konak immiin sistemi arasindaki etkilesim, burada rol oynayan protein,
protein domainleri ve fonksiyonlar1 tam anlagilamamaistir. Bununla birlikte bruselloz
tanisinda ¢ok sayida laboratuvar yontemi gelistirilmis olmasina ragmen halen 6zgiilliik
ve duyarlilig1 yiiksek, ucuz ve giivenirlik kriterlerini karsilayan 6zel bir test yoktur.
Ayrica tedaviye yaniti degerlendirebilecek, kroniklesmeyi ongdrebilecek bir testte
heniiz gelistirilememistir.

Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji Ana Bilim Dali’nda 2012-2015 yillart
arasinda “Brusellozda persistan ve kronik enfeksiyon olusumunda rol oynayan
immiinolojik faktdrlerin arastirilmas1” baslhikli, 1115182 nolu TUBITAK 1001 projesi
yapilmstir. Bu bilimsel arastirmada 30 000°den fazla mRNA (yaymlanmamis
calisma) ve mikro RNA ¢alisilmistir (Budak ve ark., 2015, 2016a, 2016b, 2018). Bu
calismadan elde edilen verilere gore akut ve kronik brusellozlu vakalar
karsilastirildiginda bazi gen ekspresyonlarmin anlamli olarak artmis ya da azalmis
oldugu tespit edilmistir. Bu genlerin baz1 spesifik proteinleri kodladig: bilinmektedir.
Bizim bu calismada amacimiz ekspresyonunda farkliliklar olan bu genlerin triinii
proteinlerin seviyesini akut, subakut, iyilesen, kronik brusellozlu olgularda ve saglikli

kontrol grubunda dlgerek kiyaslamak ve bu proteinlerin kroniklesmeye gidiste, tant ve



tedavi yanitin1 degerlendirmede marker olarak kullanilip kullanilamayacagini
degerlendirmektir. Bu amacla bahsi gecen caligmada hastalik sirasinda ve hastaligin
akut ve kronik donemlerinde gen ekspresyonlarinda istatiksel olarak anlamhi
farkliliklar1 bulunan gen iirtinleri olan ABI 3; ABL interactor (Abi), PIAS4: Protein
Inhibitor Of Activated STAT 4, PPP2R4: protein phosphatase 2 phosphatase activator,
DDIT4L: DNA Damage Inducible Transcript 4 Like ve WDR33: WD Repeat-
Containing Protein 33, IDO; Indoleamine 2,3-Dioxygenase protein veya protein

domainlerinin ¢alisilmasi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tanim

Bruselloz koyun, keci, inek, domuz gibi hayvanlardan insanlara bulasan tiim
diinyada yaygin olarak goriilen zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir (Ariza ve ark.,
2007). Her yil yarim milyon yeni vaka goriilmekte ve oOzellikle gelismekte olan
tilkelerde 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Pappas ve ark.,
2006). Hastalik ¢ogunlukla iyi pastorize edilmemis siit ve siit iriinlerinin tiiketilmesi
ile ortaya cikmaktadir (Garcell ve ark., 2016). Bruselloz Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) tarafindan B kategorisinde biyolojik silah olarak kabul edilmektedir
(Pappas, Akritidis, Bosilkovski, & Tsianos, 2005).

2.2. Tarihce

Hastalik ¢ok eski tarihlerden bu yana bilinmektedir. Daha onceleri Malta
Hummasi, Kirim Atesi ve Bang Atesi olarak adlandirilmistir. 1913 yilinda ondiilan
ates, 1940 yilindan sonra bruselloz olarak adlandirilmistir (Corbel, 2006; Manson-
Bahr & Willoughby, 1929). David Bruce adli askeri cerrah 1886-1887 yillarinda
Malta’da hastalarin dalagindan bakteriyi izole etmistir. Bakteri izole edildikten sonra
Micrococcus melitensis olarak adlandirilmigtir. Danimarkali Doktor Bang sigirlarda
diisiige neden olan Bacillus abortus olarak adlandirdigi bakterileri izole etmistir
(Pappas ve ark., 2005). 1914 yilinda Traum, abort olmus domuz fetiislerinde bakteriyi
tespit etmis ve Bacterium abortus suis olarak adlandirmistir. 1920 yilinca Bruce’un
ismi temel alinarak Brucella tirleri B. melitensis, B. abortus ve B. suis olarak
adlandirilmigtir. 1953 yilinda van Drimmelen, koyunlardan Brucella ovis’i, 1957
yilinda Stoenner ve Lackman si¢anlardan Brucella neotomae’i, 1968 yilinda
Carmichael ve Bruner kdpeklerden B. canis i izole etmislerdir (Halling ve ark., 2005).
1994 yilinda Ewalt ve Ross deniz memelilerinden Brucella pinnipidiae ve Brucella
cetaceae izole etmisler, sonrasinda bu bakteriler Brucella pinnipedialis ve Brucella

ceti olarak yeniden adlandirilmistir (Kerrinnes ve ark., 2015). Brucella microti 2008



yilinda hayvanlardan, Brucella inopinata 2010 yilinda meme implantlarindan izole
edilmistir (Scholz ve ark., 2008, 2010).

2.3. Mikrobiyoloji

Brucella tiirleri gram negatif, kiiciik, hareketsiz, spor olusturmayan, hiicre iginde
¢ogalan, boyu 0,6-1,5 um eni 0,5-0,7 um olan aerobik kokobasillerdir. B. abortus, B.
melitensis, B. suis ve B. canis insanlar i¢in patolojiktir. Tiim Brucella tiirleri katalaz
pozitif iken oksidaz ve iireaz aktiviteleri ve hidrojen siilfid {iretimleri degiskendir.
Cogunlukla Brucella tiirleri iiremek i¢in acorobik kosullar gerektirirken, B. abortus ve
B. suis mikroaerofilik olup %5-10 karbondioksite ihtiya¢ duyar (Franco ve ark., 2007).
Cogu Brucella tiirii yaklasik 2,1 ve 1,2 mega base pair (Mbp) biiyiikliigiinde halkasal
kromozom yapisina sahiptir (Franco ve ark., 2007). B. suis diger tiirlerden farkli olarak
3,1 Mbp biiyiikliigiinde halkasal kromozom yapisina sahiptir (Paulsen ve ark., 2002).

Brucella bakterileri endotoksin iiretmezler. Hiicre duvarinda bulunan LPS
tabaka endotoksin aktivitesi gosterir. LPS tabakada ulunan O polisakkarit bakteriyel
virilansinda 6nemli aktiviteye sahiptir. O zincir {izerinde bulunan A, B, C olarak
adlandirilan ti¢ epitop tiirler arasinda farkliliklar gosterir. Sitoplazmik, periplazmik ve
dis membran iizerinde bulunan yapisal proteinler antijenik 6zellik tasirlar ve immiin
sistem tarafindan taninmalarin1 saglar (Lapaque ve ark., 2005). Merkezi
oligosakkKaritlerin yapisin1 etkileyen genlerde meydana gelen degisiklikler dogal
immiin yanit ile daha kolay etkilesime giren zayiflatilmis mutantlarin olusumu ile
sonuglanir (DH olgunlagmasin1 arttirmak ve enflamatuvar sitokinleri arttirmak
suretiyle) (Fontana ve ark., 2016).

Bakteriler 4°C krema i¢inde alt1 hafta, dondurma i¢inde 30 giin ve taze peynir
icinde 15-100 giin arasinda yasayabilmektedirler (Davies, & Casey, 1973). Kaynatma
ve pastOrizasyon bakterileri 6ldiirtir. Brucella siitiin eksimesi veya laktik asit tiretimi
ile de olirler. Peynirin 60-90 giin sonra tiiketilmesi Brucella agisindan giivenlidir.
Bakteriler 1sitmaya, iyonize radyasyona ve dezenfektanlara da duyarlidir (Wang, Bie,

Cheng, Wu, & Lu, 2015).

2.4. Epidemiyoloji

Bruselloz insidanst diinyanin degisik yerlerinde 0,03-160/100 000 arasinda
degismektedir (Pappas ve ark., 2006). Diinya iizerinde bulunan 1,3 milyar sigirin 300



milyondan fazlasinin enfekte oldugu diisiiniilmektedir (de Figueiredo ve ark., 2015).
Cogunlukla Akdeniz Ulkeleri, Balkanlar, Iran Koérfezi, Orta Dogu, Orta ve Giiney
Afrika’da goriilmektedir (Pappas ve ark., 2006). Cogunlukla gelisen iilkelerde
goriilmekte olup, gelismis tilkelerde biiyiik oranda eradike edilmistir (Corbel, 2006;
Pappas ve ark., 2006; Troy, Rickman, & Davis, 2005). En patojen ve invazif insan
brusellozu B. melitensis sonrasinda B. abortus ve B. suis’dir. B. melitensis 1-3 suslari
koyun, ke¢i, deve ve bufalolari, B. suis 1-5 suslar1 domuzlari, kemirgenleri ve ren
geyiklerini, B. canis kopekleri etkilemektedir (Pappas ve ark., 2005).

Kontamine koyun ve keg¢i siitleri B. melitensis i¢in en 6nemli kaynak olarak
goriilmektedir (Corbel, 2006; Mancini ve ark., 2014). Enfekte hayvanlar veya
sekresyonlarinin agik yaralar ile direkt temasi, enfekte aerosollerin inhalasyonu ve
konjonktival inokiilasyon ile de bulas meydana gelebilmektedir (Tuon, Gondolfo, &
Cerchiari, 2017). Brusellozun iftgiler, veterinerler, doktorlar ve laboratuvar
calisanlar1 arasinda sik goOriilmesi nedeniyle meslek hastaligi olarak kabul
edilmektedir. Insandan insana gecisi olduk¢a nadir olmakla birlikte dogumsal
enfeksiyonlar ve seksiiel gegis bildirilmistir (Wang ve ark., 2015). Kan transfiizyonu
ve kemik iligi nakli ile bulas rapor edilmistir (Tuon ve ark., 2017).

2.5. Klinik Bulgular

Bruselloz insan viicudunda bir¢ok organ ve sistemi tutabilmektedir. Cok sayida
hastalig1 taklit edebilmesi nedeniyle “biiyiik taklit¢i” olarak anilmaktadir (Franco ve
ark., 2007). Klinik spektrum asemptomatik tastyiciliktan Oliimciil hastaliga kadar
degismektedir (Corbel, 2006). Inkiibasyon periyodu bir-dért hafta kadardir. Ancak
aylarca uzun siireler de olabilir. Klinik olarak tiirlerin tanimlanmasi miimkiin
olmamakla birlikte B. melitensis’in B. abortus a gore daha hizli bir klinik hastaliga yol
actig1 bilinmektedir. Klinik prezentasyon ve komplikasyonlar acisindan benzer 6zellik
gostermektedirler (Guerrier, Daronat, Morisse, Yvon, & Pappas, 2011).

Hastalik, akut atesli hastalik veya kronik hastalik olarak ortaya ¢ikabilir.
Hastalarin %75-100’iinde atralji, ates ve yorgunluk vardir. Bunlarin yaninda terleme,
terde kotii koku, istah kaybi, kas agrilari, titreme ve sirt agrilari olabilir (Corbel, 2006;
Franco ve ark., 2007; Gul, & Erdem, 2019). Atesin dogal seyri artis ve azalislar ile

karakterizedir ve ondiilan ates olarak adlandirilmaktadir (Manson-Bahr, &



Willoughby, 1929). En yaygin klinik bulgu hepatomegali ve ates olmakla birlikte
splenomegali, periferal artrit, sakroileit, skrotal sislik, ense sertligi ve lenfadenopati
goriilebilir (Bosilkovski, Katerina, Zaklina, & lvan, 2010; Buzgan ve ark., 2010).
Hastalik klinik semptomlarin baslangi¢ zamanina gore akut (<8 hafta), subakut (8-52
hafta) ve kronik (>52 hafta) olarak smiflandirilmaktadir (Andriopoulos, Tsironi,
Deftereos, Aessopos, & Assimakopoulos, 2007).

Kiiltiir pozitif olup olmadigina bakilmaksizin belirti ve bulgularin tekrarlamasi
relaps olarak adlandirilir (Corbel, 2006). Relaps %5-15 oraninda goriiliir ve
cogunlukla kullanilan tedavi rejimi ile alakalidir. Hastalik tedavi kesilmesinden alt1 ay
sonra tekrarlamasi halinde ilk ataga gore hafif seyretmesi beklenir (Solera, 2010).
Relaps bakterinin antibiyotik direncinden ziyade hastanin tedaviye uyumunun kotii
olmast ile iliskilidir (Andriopoulos ve ark., 2007). Diger nedenler yetersiz antibiyotik

kullanimi, bakterinin viriilans1 ve fokal enfeksiyon ile iliskilidir (Corbel, 2006).

2.5.1. iskelet Sistemi

Osteoartrikiiler tutulum hastalarin yarisindan fazlasinda goriilen en yaygin
komplikasyondur. Sakroileit, spondilodiskit ve periferal artrit seklinde ortaya cikar
(Buzgan ve ark., 2010; Calik, & Gokengin, 2011). Lomber tutulum en sik goriilen
spinal tutulum boélgesi iken kalca, diz ve ayak bilegi en fazla tutulan eklemlerdir
(Bosilkovski, Krteva, Caparoska, & Dimzova, 2005; Erdem ve ark., 2015; Ulu-Kilic
ve ark., 2014). Geng hastalarda ¢ogunlukla sakroileit olarak goriilmekle beraber yash
hastalarda ¢ogunlukla spondilit ve periferal artrit olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Erdem
ve ark., 2015; Dashti, & Karimi, 2013; Ulu-Kilic, Metan, & Alp, 2013).

2.5.2. Sinir Sistemi

Norolojik tutulum brusellozun ciddi bir komplikasyonudur ve hastalarin
yaklasik %10 kadarinda goriiliir (Buzgan ve ark., 2010; Gul, Erdem, & Bek, 2009).
Bruselloz merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlarmin yaklasik %0,5 kadarini
olusturmaktadir (Erdem ve ark.,, 2017). MSS tutulumu akut menenjit veya
meningoensefalit, kronik periferal form (radikiilondropati), ve kronik MSS
enfeksiyonu (meningoensefalit, miyelit, serebellar tutulum ve kraniyal sinir felcleri)
olarak ortaya ¢ikabilir (Gul ve ark., 2009). Norobruselloz vakalarinin yaridan fazlasi

ciddi norolojik bulgular ile prezente olurlar. Basta altinci ve sekizinci sinir olmak iizere



kafa ciftleri tutulumu olur. Polindropati, radikiilopati, depresyon, parapleji, inme ve
apse bildirilmistir (Gul, & Erdem, 2019).

2.5.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Kardiyovaskiiler tutulum endokardit, miyokardit, perikardit, endarterit,
trombofilebit ve mikotik anevrizma seklinde olabilir (Gul, & Erdem, 2019). Kalp
yetmezligine yol agan pankardit ciddi bir komplikasyondur (Biyik, Oto, & Ergene,
2007). Mortalite cogunlukla endokardite bagl olarak gelisir (Franco ve ark., 2007).
Aort ve mitral kapak en fazla tutulumun oldugu yerdir. Hastalarin %60’dan fazlasinda
altta yatan yapisal kalp hastaligi bulunmaktadir. Tedaviye ragmen mortalite %13

civarindadir (Koruk ve ark., 2012).

2.5.4. Gastrointestinal Sistem

Insan brusellozu enterik ates sebeplerinden biridir ve gastrointestinal sistem
(GIS) semptomlarindan ziyade sistemik semptomlar 6n plandadir. Brusellozlu bir
kiside bulant;, kusma, ishal, kabizlik ve karm hassasiyeti olmasi durumunda GiS
tutulumundan siiphelenilmelidir (Mermut ve ark., 2012). Diyare tiim bruselloz
vakalarimin %3-6’sinda bildirilmistir (Corbel, 2006). Spontan bakteriyel peritonit, akut
ve kronik pankreatit, kolit, intestinal tikaniklik ve ileit bildirilmistir (Gul, & Erdem,
2019).

2.5.5. Hematopoetik Sistem

Brusellozda ¢ok genis aralikta laboratuvar anormallikleri bildirilmistir. Anemi,
16kopeni, 16kositoz, trombositopeni, trombositoz ve pansitopeni goriilebilmektedir
(Gul, & Erdem, 2019). Kemik iligi incelemesinde hiperselliilarite, hemofagositoz ve

graniilomlar goriilebilir (Demir ve ark., 2012).

2.5.6. Genitoiiriner Sistem

Cogunlukla erkeklerde olmak iizere genitoliriner sistem tutulumu %5-10
civarinda goriiliir. Erkeklerde c¢ogunlukla epididimoorsit seklinde goriiliirken
kadinlarda ¢ogunlukla pyelonefrit olarak ortaya ¢ikar (Gul, & Erdem, 2019). Nefrit

cogunlukla endokardit komplikasyonu olarak gelismektedir. Brucella’nin neden



oldugu renal, testikiiler, skrotal apse ve prostatit vakalari bildirilmistir (Erdem ve ark.,
2014; Li ve ark., 2014).

2.5.7. Solunum Sistemi

Solunum sistemi tutulumu bruselloz vakalarinin %1 kadarinda goriilmektedir.
Bronsit, pnémoni ve plevral efiizyon seklinde ortaya ¢ikabilir (Gul, & Erdem, 2019).
Bruselloz en 6nemli laboratuvar kaynakli enfeksiyonlardan biridir ve ¢ogunlukla

inhalasyon yolu ile bulasir (Siengsanan-Lamont, & Blacksell, 2018).

2.5.8. Diger Sistemler

Nonspesifik mukozal ve deri lezyonlar1 %2-6 arasinda bildirilmektedir (Buzgan
ve ark., 2010; Karaali, Baysal, Poturoglu, & Kendir, 2011). Eritemat6z, papiilonodiiler
ve eritemanodozum benzeri lezyonlar en sik goriilen cilt lezyonlaridir ve ¢ogunlukla
hastaligin erken asamasinda goriiliir (Karaali ve ark., 2011). Uveit en 6nemli
komplikasyon olmakla birlikte optik norit, papil 6dem, keratit, konjonktivit ve diger
okiiler komplikasyonlar gelisebilir. Paniiveitli hastalarin neredeyse tamami gérme
yetisini kaybederler ve tiim tiveitli vakalarin beste birinde goriilmektedir (Rolando ve
ark., 2008).

2.6. Tam

Brucella birgok organ ve dokuyu etkilemektedir. Hastalik bulgular1 enfeksiyon
i¢in spesifik degildir ve bircok hastalik ile karisabilir. Tanida yasanan bu zorluklarin
yaninda rutinde kullanilmayan ilaglarin uzun siire kullanimini dolayisi ile direng ve
toksisite sorununu ortaya ¢ikarmaktadir.

Hastanin hikéayesi, fizik muayene bulgulari, rutin laboratuvar yontemleri,
radyolojik tetkikler ile birlikte kiiltiir, serolojik testler veya NAAT ile tan1 konulur
(Yagupsky ve ark., 2019).
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2.6.1. Tamida Kullanilan Yontemler
2.6.1.1. Direkt Tam1 Yontemleri
2.6.1.1.1. Kiiltiir

Brucella tanisinda altin standart yontemdir. Bakterinin yavas tiremesi, fokal
hastaliklarda ve uzamis hastaliklarda tanisal katkisinin diisiik olmas1 ve laboratuvar
giivenligi gibi dezavantajlar1 vardir. Ancak bakterinin tiir diizeyinde tanimlanmasi,
antibiyotik duyarliligimin elde edilmesi ve olasi enfeksiyon kaynaginin aragtirilmasi
avantajli yamdir (Yagupsky ve ark., 2019).

Hastaligin erken doneminde antikor (Ab) titresinin diisiik oldugu veya
olusmadig1 donemde kiiltiir kullaniglidir. Cogu zaman hastalik klinik tablosu 6zgiil
degildir. Hastaligin endemik oldugu bolgelerde hematolojik, romatolojik veya diger
sistem hastaliklar1 ile karisabilir. Nadir de olsa hastalik tablosu bu hastaliklar ile
birlikte olabilir. Diinyanin degisik yerlerinde klinik olarak bruselloz diisiiniilmeyen
cok sayida olgunun kan kiiltiirlerinde Brucella spp. iiredigi bildirilmistir (Yagupsky
ve ark., 2019).

Brucella GIS, solunum yolu, konjonktiva, hasarlanmis deri veya transfiizyon ile
bulasabilir. Giris bolgesinden bagimsiz olarak makrofajlar ve DH tarafindan fagosite
edildikten sonra en yakin lenf noduna yerlesir. Sonrasinda kan yoluyla makrofajlardan
zengin olan karaciger, dalak, lenf nodu ve kemik iligi gibi retikiiloendotelyal bolgeler
basta olmak iizere yayilir. Patogenez sirasinda mutlaka bakteriyemik faza girer. Bu
donemde kiiltiir olduk¢a duyarlidir. Pozitiflik orani hastanin durumu, bakterinin tipi
ve kan kiiltlirii metoduna bagli olarak %10-90 arasinda degismektedir (Yagupsky ve
ark., 2019).

Hastaligin erken doneminde, bakteriyemi donemlerinde alinan ¢ok sayida kiiltiir
tireme olasiligini arttirmaktadir. Hastaligin daha ge¢ donemlerinde bakterinin hiicre i¢i
déneme girmesinden sonra iireme ihtimali azalmaktadir (Yagupsky ve ark., 2019).
Brucella, insanlarda goreceli olarak disiik virulansda oldugu igin zayif bir
enflamatuvar yanit olusturur. Cogunlukla hastalar minimal veya silik belirtiler
gosterir. Ates olmayabilir. Bu nedenle hasta atessiz bile olsa klinik siiphe durumunda
kiiltiir almmalidir. Ureme genellikle bes-yedi giinde olmakla birlikte drneklerin dort

haftaya kadar bekletilmesi onerilmektedir (Yagupsky ve ark., 2019).
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Kati1 veya s1vi besi yerinde lireme sonrasinda klasik yontem olarak gram boyama,
oksidaz testi, iireaz aktivitesi, seker fermantasyonu ve hareketlilik gibi 6zellikler ile
tiir ayirimi yapilabilir. Ancak bu yontem oldukca zaman alan ve ¢alisanlar i¢in oldukca
riskli bir durumdur. Bunun yerine NAAT veya 6zgiil antikor testleri kullanilabilir.
Ancak antikor testlerinin de bir¢gok dezavantaji vardir (Yagupsky ve ark., 2019).

Manuel ve otomatize sistemler dahil olmak iizere birgok kiiltiir yontemi vardir.
Son yillarda otomatik sistemler son derece kullanigli hale gelmistir. Bakteriler ¢ok
daha hizli sekilde iiretilebilmektedir. The matrix-assisted laser desorption ionization—
time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF), son derece hizli, ekonomik ve alt
kiiltirlere gerek kalmaksizin dogru sonuglar elde edilebilmektedir (Yagupsky ve ark.,
2019).

2.6.1.1.2. Molekiiler Tami (Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri) (NAAT)

NAAT akut bruselloz ve lokal komplikasyonlarinda kiiltiir yontemlerinden daha
duyarli, serolojik testlerden daha 6zgiildiir. Yiiksek duyarliligi, teknik kolayligi, hizl
ve glivenli olmasi nedeniyle kiiltiir ve serolojik yontemlere iyi bir alternatiftir. Ancak
duyarliligimin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle pozitif sonuglar akut enfeksiyon anlamina
gelmez. Sonuglar klinik ve epidemiyolojik veriler 1s18inda degerlendirilmelidir. Pozitif
sonuclar, hasta olmayip Brucella’ya sik maruz kalan bir kiside ve basarili tedaviye
ragmen lokositler icinde bulunan ¢ok az miktardaki bakteri DNA’sin1 tespit edebilir.
Tedavi basarisim1 gosteren belli bir kistas olmamasina karsin bakteriyel yiikiin
saptanmasi ileride kistas olarak kullanilabilir. Multiplex real-time polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bakteri tlirlerinin identifikasyonu ve ayrimi i¢in kullanish olabilir.

Ancak ticari olarak kullanilan kitler ¢ok fazla degerlendirilememistir.
Calisilacak materyalin se¢imi, saklanmasi, optimal voliimii, DNA ekstraksiyon siireci,
molekiiler hedefin secimi, amplifikasyon siireci gibi konularda heniliz bir

standardizasyon olmadigi i¢in heniiz yeterince dogrulanmus ticari kitler yoktur.

2.6.1.2. indirekt Tam Yontemleri (Serolojik Yontemler)

Bu yontemler Brucella’ya veya antijenlerine karsi olusan antikorlarin serolojik
yontemler ile tespit edilmesi ve Brucella bakterilerine kars1 olusan asir1 duyarliligin
deri testleri ile tespit edilmesidir. Kiiltiir gibi kesin sonug veren yontemler degildir ve

degerlendirilmesi zordur. Pozitiflik i¢in esik deger klinik ve epidemiyolojik durumlara
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gore degisiklik gosterir. Endemik bolgelerde asemptomatik ve kendi kendini
siirlayan hastalik nadir degildir. Ayrica basarili tedavi sonrasinda IgG tipi antikorlar
aylarca yiiksek kalabilir. Bir¢ok dezavantajina ragmen serolojik testler endemik
bolgelerde bruselloz tanisi i¢in vazgegilmezdir. Serolojik testler duyarli oldugu kadar
0zgll olmali, hastay1 temaslidan ayirabilmeli, latent hasta ile eradike edilmis hastay1
ayirt edebilmeli, yeni baslangi¢hi hastalik ile uzun siireli hastaligi taniyabilmeli,
sistemik veya lokal hastaligi taniyabilmelidir. Ancak giiniimiizde ne tek basina ne de
kombinasyonlar halinde kullanilan higbir test bu ozellikleri karsilamamaktadir.
Brucella serolojik testleri ¢ogunlukla LPS yapisina karsi gelisen antikorlar ile
yapilmaktadir. Serolojik testler bakterilerin yapisinda bulunan ortak S-LPS ye karsi
gelisen antikorlar ile yapilmaktadir. Bu testlerin tiirler arasinda ayrim yapmasi
miimkiin degildir. Antikor testlerinin ayni epitoplari tagiyan Yersinia enterocolitica
0:9, Salmonella enterica serovar Urbana O:30, Francisella tularensis, Escherichia
coli O116 ve 0157, Vibrio cholerae, Xanthomonas maltophilia ve Afipia
clevelandensis ile capraz reaksiyon verebilecegi akilda tutulmalidir. Sitozolik
proteinlere kars1 gelisen antikorlar hayli 6zgiildiir ve ¢apraz reaksiyon ihtimali hayli
distktir (Yagupsky ve ark., 2019).

Serolojik tanida S-LPS kars1 gelisen antikorlar tespit edilir. Hastaligin ilk
haftasinda IgM tipi antikorlar ortaya c¢ikar, ikinci hafta IgG1 antikorlar sonrasinda
IgG2 ve IgA tipi antikorlar diisiik diizeyde ortaya ¢ikar. Dordiincii haftada antikorlar
zirve seviyesine ¢iktiktan sonra IgM tipi antikorlar azalmaya baslar. Hastaligin geg
doneminde hakim olan IgG ve A tipi Ab’dur. Hastaligin ge¢ déneminde agliitine
olmayan antikorlar agliitine olanlara gore daha 6n plana ¢ikar. Boyle bir durumda
yanlis negatiflikleri engellemek icin ek bir test olan Coombs testi yapilmalidir.

Insanlarda Brucella’ya karst immiin yanit hayli degiskendir. Cogu hasta
tamamen 1yilestikten sonra IgM tipi antikorlar bir yil kadar kanda tespit edilebilir.
Hizla azalan IgA ve IgG titreleri tedaviye iy1 yanit1 gosterirken persiste eden veya artan
bu Ig’ler tedaviye yanitsizlig1, residiiel hastaligi veya relapsi isaret eder. Relaps olan
hastalarda yiiksek oranda IgG titresinde artis olurken IgA titresinde orta diizeyde artis
olur. IgM titresinde bir artis beklenmez. Fokal komplikasyonu olan hastalarda

antikorlar diizeyleri baslangicta ¢ok yiiksektir ve yavas bir sekilde diiser. Tedavi
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sonrasinda devam eden yiiksek antikor yiiksekligi tedavi basarisizligi olarak

degerlendirilmelidir (Yagupsky ve ark., 2019).

2.6.1.2.1. Hizh Agliitinasyon Testleri
2.6.1.2.1.1. Rose Bengal Testi

Rose Bengal Testi (RBT) bir kart testidir. Agliitine olan ve olmayan tim
antikorlar1 tespit edebilir. Prezon sorunu yoktur. Kolay bir testtir ve 6zel laboratuvar
sartlar1 gerektirmez. Hastalilk asamasindan bagimsiz olarak duyarliligi %99’dan
fazladir. Ancak ayni epitopu tasiyan bakteriler ile capraz reaksiyon verebilir. Pozitif

sonugclar ileri testler ile dogrulanmalidir.

2.6.1.2.1.2. Mikroagliitinasyon

SAT’1n minyatiirize edilmis seklidir. Daha az serum ve antijen ile ayn1 anda ¢ok

sayida hasta ¢aligilabilir.

2.6.1.2.2.Tiip Agliitinasyon Testleri
2.6.1.2.2.1. Standart Tiip Agliitinasyon Testi (Wright Testi)

SAT en yaygn kullanilan tanisal testtir. S-LPS kars1 gelisen Ab’lari tespit eder.
Klinik bulgularin uyumlu oldugu yerlerde 1/160 titre ve lizeri pozitif kabul edilir.
Duyarlilig1 arttirmak i¢in pozitif smir deger 1/320 yapilabilir. Hastaligin erken
doneminde SAT negatif veya tani esiginin altinda kalabilir. Negatif sonuglar prezon
fenomeni sebebiyle de ortaya ¢ikabilir. Klinik siiphe devam ediyorsa iki-ii¢ hafta sonra
test tekrarlanabilir. Antibiyotik tedavisine yanit ile antikor titresindeki azalma uyumlu
olmasina karsin, %3-5 hastada antikor titreleri iki yil kadar yiiksek kalabilir. Klinik
olarak iyi durumda olan hastalara titre takibi yapmak gereksizdir.

2.6.1.2.2.2. Diamino 6,9 Etoxy Acridin (Rivanol) ve 2-Mercapto Ethanol’lii
Agliitinasyon Testi

IgM tipi antikorlar ayni LPS baglanmasi ve uygun tedaviye ragmen IgM
seviyelerinin yiiksek kalmasi tanida zorluklara yol agmaktadir. Bu testte IgM tipi
antikorlar 2-Mercapto Ethanol (2-ME) duyarliligindan faydalanilarak, IgM tipi
antikorlarin agliitinasyon yetenegi ortadan kaldirilir. Bu sayede sadece IgG tipi Ab’lar

kalir (IgA da benzer duyarliliga sahiptir). Hastaligin erken doneminde IgM tipi
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antikorlarin hakim oldugu i¢in erken donemde tanisal degeri diistiktiir. Daha ¢ok tani
almis hastalarin tedavi yanitlarini izlemede kullanilir. 1/20 alt1 titreler negatif kabul

edilir. Endemik bolgelerde 1/80 {izeri titreler pozitif kabul edilir.

2.6.1.2.2.3. Coombs Testi

Ozellikle hastaligin ge¢ doneminde agliitinasyon olusturmayan IgG tipi
antikorlar ortaya c¢ikabilir. Aslinda antijen-antikor birlesimi olmakta ancak
agliitinasyon olmamaktadir. Anti-human antikorlar bu antikorlar arasinda baglanti
yaparak agliitinasyonu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu yontem g¢ogunlukla kronik veya
relaps hastalarin tanisinda kullanilmaktadir. Kronik bruselloz tanisinda SAT’nin

yetersiz kaldigi durumlarda kullanilabilir.

2.6.1.2.3. ELISA (Enzim Bagh immiinosorbent Deneyi)

Cogunlukla hiicre i¢i antijenlere karsi olusan antikorlar ol¢iiliir. Ancak LPS’lere
kars1 olusan Ab’da 6l¢iilebilir. Fokal, komplike ve kronik hastalarin tanisinda tercih
edilir. Cogunlukla dogrulama testi olarak kullanilir. Noérobruselloz hastalarinin
serolojik tanisinda beyin omirilik sivisinda (BOS) 6lgiilebilir. 1gG ve IgM birlikte
calisilmalidir. Romatoid artrit gibi hastaliklarda olas1 yalanci pozitiflik i¢in serum 6n

islemden gegirilmelidir.

2.6.1.2.4. Kompleman Fiksasyon Testi (KFT)

Teknik zorluklar ve standardizasyon sorunu nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaz. Enfeksiyonun ge¢ doneminde SAT’in yetersiz kaldigi durumlarda

kullanilabilir.

2.6.1.2.5. Brucellacapt Testi

"Sandwich ELISA” yontemine dayali bir testtir. Kuyucuklarin etrafi anti-human
IgG, IgM ve IgA ile kaplidir. Brucella’ya karsi antikor olmasi durumunda reaksiyon
gozle goriilebilir hale gelir. SAT ve Cooms’lu testin birlikte yapilmis seklidir. IgM tipi
antikorlar1 ve blokan antikorlar1 saptayabilir. SAT ve RBT ye gore oldukca duyarlidir.
Ancak yalanci pozitiflik oranlari benzerdir. Relaps ve kroniklesme durumunda

kullanishidir.
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2.6.1.2.6. Brucella Dipsitik Test

Brucella 6zgiil antikorlar tespiti i¢in kullanilan bir testtir. Basit, ileri bilgi ve

laboratuvar sartlar1 gerektirmez. Hastaligin erken donem tanisinda kullaniglidir.

2.6.1.2.7. Floresan Polarizasyon Testi

Florokrom ile isaretlenmis kii¢iik antijen molekiilleri ve antikorlar ile yaptig
kompleksin rotasyon hizinin 6l¢iim temellerine dayanir. Cogunlukla hayvancilik

sektorinde kullanilir.

2.6.1.2.8. Lateral Flow Assay (LFA)

ELISA testlerinin basit bir ¢esididir. IgG ve IgM tipi antikorlar tespit edilir. Sinir
deger 1/160 alindiginda duyarliligi SAT ile ayn1 1/320 alindiginda daha yiiksektir.
Ozgiilliigii %98’in iizerindedir. Yatak bas1 uygulama i¢in uygundur.

2.7. Tedavi

Antibiyotiklerin makrofajlar i¢cinde konsantre olmasi tedavi basarisinda en
onemli faktordiir. Tek ilag ¢cogunlukla tedavi yetersizligi veya relaps ile sonuglanir
(Lecaroz, Blanco-Prieto, Burrell, & Gamazo, 2006). Komplike olmayan bruselloz
tedavisinde en az alt1 hafta siiren ikili antibiyotik tedavisi onerilir (Ariza ve ark., 2007;
Corbel, 2006; Lecaroz ve ark., 2006). Doksisiklin+streptomisin kombinasyonu en
basarili tedavidir. Doksisiklint+gentamisin ve doksisiklin+rifampin diger alternatif
tedavi segenekleridir (Gul, & Erdem, 2019). Brucella izolatlarinda tetrasiklin veya
aminoglikozid direnci saptanmamustir. Tedavi basarisizligi ¢ogunlukla tedavi
uyumsuzlugu nedeniyle olmaktadir. Ayni antibiyotik rejimlerinin uzun siire kullanimi
ile tedavi saglanmaktadir (Gul, & Erdem, 2019). Ilk tercih olmamakla birlikte
trimetoprim siilfametoksazol (TMP-SMX) temelli rejimler diren¢ durumunda ve
toksisite  durumunda kullamilabilir. TMP-SMX sekiz yas altinda dis
komplikasyonlarina neden olan doksisikline alternatif olmasi sebebiyle 6nemlidir.

Spondilodiskit enfeksiyonlarinda enfeksiyonun paravertebral alana, epidural
alana, psoas kasina veya sinir koklerine yayilimi durumunda tedavi en az 5-6 ay
olmalidir. Norobruselloz durumunda bir ay parenteral seftriakson ile birlikte tedavi en

az 5-6 ay olmalidir. Endokardit durumunda en uygun tedavi siiresi net olmamakla
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birlikte aminoglikozit kullanimi akillicadir. Ayrica seg¢ilmis vakalar da cerrahi
miidahale gerekli olabilir (Gul, & Erdem, 2019).

2.11. Brucella Patogenezi

Brucella giiglii doku tropizmi gosterir ve makrofaj, DH ve plasental trofoblastlar
icindeki vakuollerde replike olurlar. Ancak bu patojen mikroglia, fibroblastlar,
endotel hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi ¢ok cesitli memeli hiicrelerinde de replike
olabilmektedir. Brucella’nin hiicre igindeki yasam dongiisii dogal ve edinsel immiin
yanit ile sinirlandirilir. Antibiyotik etkisinden kurtulan bakteriler konakta 6zgiin
patolojik degisikliklere neden olurlar (Martirosyan, & Gorvel, 2013). Hastaligin ti¢
farkli asamasi vardir. Klinik bulgularin ortaya c¢ikmasindan onceki inkiibasyon
donemi, bakterinin konak dokularina istila ettigi, yayildigi akut dénem ve sonunda
konak dokularina agir hasar olusturan ve 6liime neden olan kronik dénem. insanlarda
ates, terleme, yorgunluk, anoreksi, miyalji ve atralji gibi influenza benzeri semptomlar
gozlenir. Endemik bolgelerde gebelerde diisiiklere sebep oldugu bilinmektedir (Baud,
& Greub, 2011). Konagin hiicre i¢inde persiste eden bakteriler lenforetikiiler sistem
ile tim viicuda yayilarak kardiyovaskiiler, hepatik, lenforetikiiler, norolojik ve
osteoartrikiiler hastaliklara yol acarlar. Dalagin biiyiimesi ile beraber dalak i¢inde
lenfohistiyositik hiicrelerde artis, CD4* ve CD8* T hiicre sayisinda hafif azalma
meydana gelirken splenik makrofajlarda biiyiik bir artig goriiliir (de Figueiredo ve ark.,
2015).

Brucella epitelyal bariyerleri hizla gecerek mukozal makrofajlar ve DH
tarafindan fagosite edilir (Rossetti ve ark., 2013). Brucella profesyonel fagositik
hiicreler iginde yasar ve ¢ogalir. Konak immiin sisteminden kacgarak ve degistirerek
hedef dokulara yayilir (Adams, 2002). In vitro model ¢alismalarda Brucella’nin konak
hiicrelerine adezyonu, hiicre i¢ine alimi, hiicre i¢i trafigi, yasam dongiisii ve
replikasyonu anlasilmistir. Brucella mukozal epitelyal hiicrelerin ylizeyine baglanir ve
fermuar benzeri bir mekanizma ile hiicre i¢ine alinir (Rossetti, Drake, & Adams,
2012). Epitelyal hiicreye baglanmadan 6nce baglanma molekiilleri aktive olur ve sialik
asit ve siilfiir rezidiileri iceren epitelyal reseptorlerine baglanir (Castafieda-Roldan ve
ark., 2004). Baglanma sonrasinda patojenin invazyonunu arttirmak i¢in patojen yiizeyi

boyunca konak membraninin yeniden yapilanmasini saglayacak olan guanozin
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trifosfataz (GTPaz) aktive olur. Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolunun tam
aktivasyonunu gerektiren etkilesim sonrasinda birka¢ dakika sonra patojen hiicre igine
girer (Rossetti ve ark., 2012). Brucella non-profesyonel fagositler i¢inde 72 saat kadar
yasar ve cogalir sonrasinda mukozal epitelyal hiicrelerin bariyer fonksiyonlarini
bozarak epitel tabakayir gecerler (Rossetti ve ark., 2013). Es zamanli olarak bu
etkilesim minimal proenflamatuvar yanit olusturan dogal immiin yanitt baslatir
(Barquero-Calvo ve ark., 2007; Rossetti ve ark., 2012). Mukozal fagositik hiicreler
tarafindan hiicre i¢ine alinan Brucella’nin %10 kadar1 gevreye adapte olarak yasar.
Brucella PAMP azaltarak, degistirerek veya saklayarak immiin tanimay1 ve yaniti
geciktirir (Barquero-Calvo ve ark., 2007). Ancak baz1 TLR Brucella antijenlerini
tanidiktan sonra (6zellikle de TLR2, TLR4 ve TLRY olmak tizere) enflamatuvar
sitokin genlerini kontrol altinda tutan transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa
B (NF-kB)’yi aktive eden smirli bir yanit olustururlar. Ancak bu yanit
enterobakterilerin olusturdugundan 10 kat daha zayif bir enflamatuvar yanittir
(Barquero-Calvo ve ark., 2007).

Hiicre i¢ine giren Brucella BCV ig¢inde yasar, hiicre i¢i trafigi kontrol eder
vakuolii replikatif bir kompartimana veya brusellom’a dontistiiriir (Barquero-Calvo ve
ark., 2007). invazyondan ¢ok kisa sonra Brucella’nin yerlestigi ve adapte oldugu
vakuol c¢ok smirli miktarda besin icermektedir. Patojen baslangigta anabolik
metabolizmasinda gorevli protein sentezini ve gen ekspresyonunu azaltir, aminoasit
katabolizmasini arttirir, alternatif enerji kaynaklari olusturur ve solunum faaliyetlerini
diisiik diizeydeki oksijen miktarna gore diizenler (Lamontagne ve ark., 2009).
Enfeksiyonun erken déneminden sonra Brucella’nin memeli hiicre i¢inde yasamasi ve
¢ogalmasi i¢in tip dort sekresyon sistemi (T4SS) gereklidir. T4SS invazyon, sistemik
yayilim ve enfeksiyon baglangicinda gerekli degildir. Ancak persistans i¢in mutlak
gereklidir. T4SS persistanst saglamak icin hiicreyi gili¢lendirecek olan enflamatuvar
bir yanit olusturur (Roux ve ark., 2007).

Adaptasyon siirecini atlatan ve yasamaya devam eden invazif Brucella
metabolik faaliyetlerine tekrar baglamak ic¢in gen ekspresyonuna bagslar. Bu
translasyon ve transkripsiyon esas olarak tasiyicilari, demir metabolizmasini ve hiicre
membranint hedef alir (Lamontagne ve ark., 2009). Es zamanli olarak yasam

fonksiyonlart i¢in Brucella viriilans faktorii gibi genleri replike etmeye baslar
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(Rambow-Larsen, Rajashekara, Petersen, & Splitter, 2008; Weeks ve ark., 2010).
Enfekte fagositer sistem hiicreleri adaptasyon siirecine yanit vermek i¢in asir1 bir
transkripsiyonel degisiklik yaparlar. Ancak yaklasik 12 saat sonra Brucella’nin
replikasyon baslangi¢ doneminde bu reaksiyon soner. Brucella aktive olmus fagositer
hiicrelere kars1 enfekte mononiikleer hiicrelerin apoptozunu engellemek, DH
olgunlagsmasini engellemek, antijen sunumunu azaltmak ve naive T hiicre
aktivasyonunu azaltmak gibi ¢ok zekice stratejiler izler (Billard, Dornand, & Gross,
2007). Brucella hiicre i¢i ortama adapte olduktan sonra siiresiz olarak hiicre i¢inde
persiste ederek tropizmi olan plasental trofoblast, fetal akciger, erkek genital sistemi,
iskelet dokusu, retikiiloendotelyal sistem ve endotelyuma metastaz yapar ve
enfeksiyon olusturur. Brucella ile hedef dokular arasindaki etkilesim hakkinda gok az
bilgi mevcuttur (Carvalho Neta ve ark., 2008; Delpino, Fossati, & Baldi, 2009).
Brucella ile tiim konak hiicreleri anlamak i¢in daha ileri ve biitiinsel biyolojik
sistemlere ihtiyag¢ vardir.

Brucella BCV’leri ve lizozom birlesmesini engelleyerek hiicre i¢i yikimdan
kagar. Hiicre i¢ine alinmisg Brucella’yr saklayan BCV endositik komponentten
endoplazmik retikulum (ER) belirteglerini igeren replikatif vakuollere doniisiirler. ER
membran ve komponentlerini igceren BCV ER’un fonksiyonel yapisim1 ve
karakteristigini gosterir (Smith ve ark., 2013). BCV sonrasinda otofajik ozellikler
gostermeye baglar. Brucella hiicre i¢i yasam dongiisiinde ayiric1 bir 6zellik katan

lizozom eslik¢i membran protein-1 (LAMP-1) pozitiflesir (Sekil 1).
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Kalretikiilin Lipid Yiginlar:

Cath D

Sekil 1. Brucella’nin makrofaj hiicrelerindeki hiicre igi trafigi (de Figueiredo ve ark., 2015).

Brucella’nin hiicre i¢i trafigi VirB T4SS tarafindan kontrol edilir ve bu sisteme sahip
olmayan organizmalar replikatif yasam donemine ge¢meyi basaramazlar (Comerci,
Martinez-Lorenzo, Sieira, Gorvel, & Ugalde, 2001; Delrue ve ark.,, 2001).
Brucella’nin T4SS’nin Brucella patogenezinde konak hiicreleri ile patojen elementleri
arasinda etkilesimi olan ¢ok sayida efektor molekiil salgiladigr diisiiniilmektedir (de
Barsy ve ark., 2011; Déhmer, Valguarnera, Czibener, & Ugalde, 2014).

Iki komponentli diizenleyici sistem Brucella’nin gizlenme programinda énemli
rolii vardir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan Brucella viriilans iliskili regiilatdr/sensor protein
(BvrR/BvrS) iki bilesenli diizenleyici sistem ve the LuxR-like transcriptional regulator
VjbR’dir (Viadas ve ark., 2010; Weeks ve ark., 2010). Organizmanin hiicre i¢ine
alinmasint saglayan BvrR/BvrS yoklugunda bakteri dis membraninda biiyiik
degisiklik meydana gelir (Manterola ve ark., 2007). BvrR/BvrS diizenleyici sistemi
karbon ve nitrojen metabolik fonksiyonlarini icermektedir ve 127 farkli gen tarafindan
eksprese edilmektedir (Viadas ve ark., 2010). Fare modellerinde BvrR/BvrS
fonksiyonlarmin yoklugunda Brucella hiicre i¢inde replike olamaz ve aviriilan hale

gelir. BvrR/BvrS tarafindan diizenlenen genler arasinda vjbR’de iceren on tane
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transkripsiyonel diizenleyici vardir. vjbR tarafindan kodlanan proteinlerin fagozom-
lizozom birlesmesini engellemek igin gerekli olan T4SS’yi kodlayan VirB
ekspresyonunuda diizenledigi gosterilmistir (Comerci ve ark., 2001). Hiicre iginde
yasamsal fonksiyonlarin devami i¢in gereken birgok fonksiyonuna ragmen T4SS son
donemde viriilans potansiyelinin arastirilmasi i¢in dnemli bir hedef haline gelmistir
(Hong, Tsolis, & Ficht, 2000; O'Callaghan ve ark., 1999). Halen tam olarak
anlasilamamis olmasina ragmen lizozomla etkilesmeyi engelleyen mekanik olaylar,
enzim aktiviteleri, protein modifikasyonlar1 gibi bir¢cok hiicresel aktivitenin ancak
T4SS varliginda gergeklesebildigi anlasilmistir (de Barsy ve ark., 2011; Déhmer ve
ark., 2014; Myeni ve ark., 2013).

1990’11 yillara kadar Brucella viriilans faktorii olarak tek yapinin Brucella hiicre
membraninda bulunan O polisakkarit oldugu disiiniilmekteydi (Ficht, 2002).
Glinimiizde hedef genlerin inaktive edilmek suretiyle yapilan ¢aligmalarda
Brucella’nin BCV olarak adlandirilan 6zel bir vakuol iginde yasadigi, immiin
sistemden kagarak ¢ogaldigi ve yayildigi anlasilmistir (Campos ve ark., 2004). Ayrica
konagin sekretuvar komponentini hedef alan ektopik olarak sekrete edilen ¢ok sayida
efektoriin konak protein sekresyonunu bozdugu gosterilmistir (de Jong ve ark., 2013;
Myeni ve ark., 2013). Genetik g¢alismalarda efektorlerin ¢ok sayida fonksiyonu
bulunmus olmasina ragmen lizozomal flizyonun engellenmesi, replikasyonun
artmasini saglayan enzimatik aktivite, protein-protein etkilesimi ve efektdrlerin
hedefleri halen tam olarak anlasilamamaistir.

Konak katlanmamis protein yanitinin (KPY), ER’da protein katlanma stresine
kars1 hiicresel adaptasyona aracilik eden bir mekanizmadir. Katlanmamis proteinler
ER biriktigi zaman ER membraninda bulunan stres algilayicisi olan aktive
transkripsiyon faktorii-6 (ATF-6), protein kinase RNA-like ER kinase (PERK) ve
inositol-requiring enzyme 1 o (IRE1a) KPY’u uyarir. ATF-6 katlanmayi kolaylastiran
saperon ekspresyonunu diizenler. Coziilmeyen stres sirasinda PERK gecici
translasyonel zayiflamaya aracilik eder ve apoptozu arttirir. Hiicre i¢inde katlanmamis
protein miktar1 arttiginda X box binding protein I (XBP1) mRNA eklenmesini katalize
ederek KPY yanitin1 baslamasinda IREla kritik rol oynar. Olusan bu mesaj aktif
XBP1 transkripsiyon faktor olusturmak igin ¢evrilir (Calfon ve ark., 2002). XBP1 KP

birikiminin zararli etkilerini azaltan proteinler ve ER iligkili proteinler ve ER
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saperonlarmin kodlanmasinda gorevli KPY genlerinin ekspresyonunu kontrol eder
(Shaffer ve ark., 2004).

KPY ’nin alt tipleri Brucella nin hiicre i¢i yasam dongiistinde kritik role sahiptir
(Delrue ve ark., 2001; Qin ve ark., 2008). Konak fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K)
aktivitesinin Brucella’nin hiicre i¢ine aliminda 6nemli rol oynadigi ancak uptake
sonrasi replikasyonda rolii olmadigi gosterilmistir (Qin ve ark., 2008). Celli ve ark.
(Starr ve ark., 2012) Brucella’nin otofajik markerleri olan ER kaynakli BCV’ler i¢inde
replikasyonun oldugu gostermislerdir. BCV’nin kademeli olusumu sirasinda yapisina
Unc-51-like kinase 1 (ULK1), Beclin 1 gibi otofajik proteinler eklenir. Bu otofajik
BCYV yapist ATG5 ve LC3b gibi autophagy-elongation proteinlerinden bagimsizdir ve
LEMP-1 pozitif, kalretikiilin negatif patojen iceren kompartmanlara doniisiir. BCV
patojenin hiicreden hiicreye yayilmasinda 6nemli rolleri vardir (Shaffer ve ark., 2004).
Sonug olarak Brucella enfeksiyonu konak makrofaji i¢inde in vitro ve in vivo olarak
XBP1 eklenmesini ve KPY gen ekpresyonunu uyarir. Farmakolojik saperon olan
taurodeoksikolik asit KPY arttirarak Brucella replikasyonunu bozar (Smith ve ark.,
2013). Tim bu olaylar birlikte degerlendirildiginde Brucella hiicre iginde
beslenmesini, ¢ogalmasini ve hiicreden hiicreye yayilmasini saglayan hiicre ici
cevresini korumak icin konak IRE1la sinyal kaskadini bozar (de Figueiredo ve ark.,
2015).

Phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (PIP3) ve PI3K, Toll/IL-1 receptor
(TIR)-domain containing adaptor (TIRAP) proteinlerin plazma membranina
baglanmasini uyarir ve ardindan TLR yanitin1 baslatir. Brucella DH matiirasyonunu
ve proenflamatuvar yaniti engellemek i¢in en az iki tane TIRAP eksprese ederek bunu
engeller (Chaudhary ve ark., 2012; Kaplan-Tiirkoz ve ark., 2013; Radhakrishnan, Yu,
Harms, & Splitter, 2009; Sengupta ve ark., 2010; Smith ve ark., 2013). Detaylar1 tam
olarak anlasilamamis olmakla birlikte TIRAP TcpB veya BtpA ve/veya BtpB
varliginda TLR4/TLR2 etkilesimini ve TIRAP degradasyonu ile sonuclanan TIRAP
olusumu i¢in gerekli olan myeloid differentiation response gene 88 (MyD88) ile yarigir
(Sengupta ve ark., 2010). PIP3 baglanma bolgelerinde TcpB/BtpA ve BtpB bulunmast
NF-kB aracili transkripsiyonu ve efektif proenflamatuvar yanitin olusumunu

engelleyen inhibisyon ile sonuglanir.
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Brucella’nin gizli dogas1 hiicre membrani lizerinde bulunan biiyiik bir par¢a olan
diiz LPS ile iliskilidir. Lipit A parcalar1 iizerinde bulunan uzatilmis yag asitleri
Brucella LPS’i TLR4 i¢in zayif bir uyar1 olusturarak toksisitesinin azalmasini saglar.
Bu durum Brucella’ya karsi zayif bir immiin yanit olusmasi ile sonuglanir. LPS’in O
polisakkariti olmayan kaba Brucella makrofajlar igin sitotoksiktirler. T4SS’nin
yoklugunda sitotoksik aktivitenin tamamen eradike edilmesi sitotoksik aktivitede kaba
LPS’ye kars1 olan immiiniteyi ispatlar. O polisakkarit organizmanin gizli yasam
dongiisiinde o6nemlidir ve LPS zayif bir TLR4 agonistidir. Kaba Brucella
enfeksiyonlarin aksine diiz Brucella enfeksiyonlarin da PI3K aktivitesinde daha
siirli artis ve daha sinirli hiicre igine giris varken kaba Brucella enfeksiyonlarinda
daha fazla oranda PI3K aktivitesine artmis Ve hiicre igine giris artisinin eslik ettigi
gizlilik de azalma vardir (Qin ve ark., 2008). Brucella zayif TLR agonistik etkilerinin
yaninda dogal immiin yanit1 baskilayan immiinmodiilator faktorlerde salgilarlar (Sekil
2).

TIRAP veya Brucella TIR protein ve TcpB/BtpA bunlardan bazilaridir (Smith
ve ark., 2013). TLR benzer sekilde TcpB sitoplazmik MyD88 adaptor like/TIRAP ile
etkilesime giren bir domain igerir. TcpB baglanmast MyD88’in MyD88 adaptor
like/TIRAP baglanmasini engeller. Bunun sonucunda MyD88 adaptor like/TIRAP
artisinda azalma, TLR yanitinda ve proenflamatuvar sitokin tiretiminde bozulma olur
(Radhakrishnan ve ark., 2009; Sengupta ve ark., 2010). TcpB MyD88 ile etkilesime
gecerek, etkilesim akiglarini ve TLR aracili aktivasyonu engeller (Chaudhary ve ark.,
2012). Delta-TcpB knockout mutantlar ile yapilan ¢alismalarda patojenin makrofaj
icindeki yasam siirelerinde degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Smith ve ark., 2013).

TIR yapisal domainler i¢eren BtpB’nin MyD88 aracilig1 ile DH matiirasyonunu
engellemektedir (Salcedo ve ark., 2013). TLR4” /TLR2" knockout farelerde yasayan
bakteri sayisinda belirgin bir artis olmaz iken MyD88” knockout farelerde fazla sayida
yasayan bakteri olmasi BtpA/BtpB ve MyD88 arasindaki etkilesimi gdstermektedir
(Weiss, Takeda, Akira, Zychlinsky, & Moreno, 2005). MyD88 yoklugu TLR aracili
dogal immiin sistem yanitinin azalmasi ile proenflamatuvar yanitlarin olumsuz

etkilenmesi ile sonuglanabilir (Calfon ve ark., 2002).
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Sekil 2. Brucella immiinolojisinde diizenleyici bilesenlerin rolleri (de Figueiredo ve ark., 2015).

2.12. Brucella immiinolojisi

Klasik olarak konak immdiin yanit1 fonksiyonel olarak dogal veya 6zgiil olmayan
ve edinsel veya 6zgiil olan olarak ikiye ayrilir. Dogal immiin sistem istilaci patojenlere
kars1 ilk savunmay1 saglar. Dogal immiin sistem deri ve internal epitelyal tabakalar
gibi anatomik bariyerleri, ¢esitli kemokinler, sitokinler, kompleman sistemi ve
opsoninler gibi sekretuvar molekiilleri ve makrofajlar (nétrofil, monosit/makrofaj,
DH) ve dogal T lenfositler (naturel killer (NK), y5 T hiicreler) gibi hiicresel yapilardan
olugmaktadir. Diger taraftan edinsel immiin sistem sitotoksisite ve sitokin tiretiminden
sorumlu T lenfosit ve antikor liretiminden sorumlu B lenfositlerden olusmaktadir
(Parkin, & Cohen, 2001).

Non-spesifik durumlarda PAMP (LPS, peptidoglikan, lipoproteinler, DNA)
fagositler lizerinde bulunan patern taniyici reseptdr (PRR) araciligi ile mikrobun
fagositozunu kolaylastirir. Dogal immiin sistemin aktive olmasi ile proenflamatuvar
sitokin salinimi artarak edinsel immiin sistem uyarilir (Janeway, & Medzhitov, 2002).

Makrofajlar ve DH, ASH olarak gérev yaparlar. ASH antijeni fagosite ettikten sonra,
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kisa peptitlere doniistiirerek major doku uyumluluk kompleksi (MHC) smif 1 ve 2
molekiilleri araciligi ile sirasiyla CD4" T helper (Th) lenfositlere ve CD8" STL
sunarlar. Dogal immiin sistemin hiicre i¢i 6ldlirme mekanizmalar1 ile mikrobiyal
yayilma engellenir, antijen 6zgiil T lenfositlerinin aracilig1 ile enfeksiyonun tamamen
temizlenmesi saglanir (Janeway, & Medzhitov, 2002; Holland, & Pickett, 1958).

Bruselloz hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara kargi immiin yanit aragtirmalarinda
uzun zamandir kullanilmaktadir. ilk defa 1958 yilinda Brucella tiirlerinin fare
makrofajlar1 iginde toksik etki olusturmaksizin “sessiz modda” c¢ogaldiklari,
sonrasinda da Brucella’ya kars1 immiinitede T lenfositler ile makrofajlar arasinda
onemli bir etkilesim oldugu gosterilmistir (Holland, & Pickett, 1958; Mackaness,
1964). ki dekat sonra Th1/Th2 tanimlanmasi konusunda interferon-y (IFN-y) {iretimi
ile ilgili calisgmada bruselloz tekrar model olarak kullanilmigtir (Mosmann,
Cherwinski, Bond, Giedlin, & Coffman, 1986). Sonrasinda hiicresel immiinite ile Thl
sitokinlerinin [IFN-y, timor nekrozis faktér (TNF)] arasindaki énemli iligki sadece
fare modellerinde degil dogal konaklarinda ve insanlarda da gosterilmistir (Grillo,
Blasco, Gorvel, Moriyon, & Moreno, 2012; Skendros, Pappas, & Boura, 2011;
Wyckoff, & Potts, 2007).

Konak immiin sistemi ile Brucella arasindaki bu etkilesim ya patojenin
eradikasyonu ile ya da parazitin hiicre i¢i ¢ogalmas1 ve kronik hastalik gelisimi ile
sonuglanacaktir. Bruselloza kars1 konak savunmasi esas olarak profesyonel ASH, Thl
hiicreler CD8" STL igeren hiicre aracili immiiniteye baghdir. Buna karsin Brucella
dogal ve edinsel immiin yanittan kacarak uzun stireli yasamak ve ¢cogalmak i¢in cesitli
stratejiler gelistirmektedir (Baldwin, & Goenka, 2006; Bagues, Dudal, Dornand, &
Gross, 2005; Martirosyan, Moreno, & Gorvel, 2011)

2.12.1. Dogal immiin Sistem ve Brucella
2.12.1.1. Makrofajlar ve Dendritik Hiicreler

Makrofajlar ve DH Brucella gibi hiicre i¢i bakterilerin taninmasinda ve giiglii bir
edinsel immiin yanit olusturulmasinda temel rol oynarlar. Brucella ve bu hiicreler
arasinda iki yonlii bir iligki bulunmaktadir. Her iki hiicre tipi hiicresel immiin yanittan
kurtulmak isteyen bakterilere kars1 indiiklenebilir mekanizmalara sahiptirler. Brucella

kronik enfeksiyon olusturabilmek i¢in makrofaj ve DH antijen sunumunu ve
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antimikrobiyal aktivitelerini engelleyen viriilans faktdrleri veya PAMP ortaya koyarlar
(Baldwin, & Goenka, 2006; Bagues ve ark., 2005; Martirosyan ve ark., 2011; Skendros
ve ark., 2011; Velasquez ve ark., 2012). Brucella bu sinsi strateji sayesinde ASH
tizerinde diisiik diizeyde uyarici etki ve toksisite gostererek Thl yanitlar1 olusmadan
once hiicre iginde yasamak ve ¢ogalmak i¢in bir firsat saglarlar (Skendros, Boura,
Kamaria, & Raptopoulou-Gigi, 2006).

Brucella fagositozu kolaylastiran FCR, C3bR, scavenger receptors (SR) gibi
reseptorler araciligi ile fermuar benzeri fagositoz ile hiicre i¢ine alinir. Makrofajlar ve
DH tarafindan hiicre i¢ine alindiktan sonra bakterilerin %90’dan fazlasi birkag¢ saat
iginde oldiiriiliir. Ancak bazi bakteriler yasar ve ¢ogalmaya baslarlar (Martirosyan ve
ark., 2011; Rittig, Alvarez-Martinez, Porte, Liautard, & Rouot, 2001; Watarai,
Makino, Fujii, Okamoto, & Shirahata, 2002).

Brucella yasamayi sagladiktan sonra endositik yol trafigini yonlendirerek BCV
olarak adlandirilan ER kaynakli olusumunu meydana getirir (Sekil 3). Brucella igeren
endozom, lizozom ile fiizyondan kacarak ER membrani ile fiizyon yapmak {izere ER

tasinir (Celli ve ark., 2003; Salcedo ve ark., 2008).
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Sekil 3. Brucella’ya karst immiin yanit (Skendros, & Boura, 2013).
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Otofaji dinamik homeostatik bir siiregtir. Otofagozom olarak adlandirilan gift
membranli vezikiillerin lizozomlar aracilig1 ile yok edilmesidir. Otofagolizozomlarda
hidrolitik degradasyon yolu ile dogal immiin sistem tarafindan hiicre i¢i patojenlerin
yok edilmesi yani otofaji en 6nemli mekanizmadir (Kuballa, Nolte, Castoreno, &
Xavier, 2012; Skendros, & Mitroulis, 2012). Patojenin ASH tarafindan hiicre igine
alinmasindan sonra TLR sinyalleri ve Thl tarafindan salgilanan IFN-y otofaji
mekanizmalar1 i¢in en 6nemli uyaricilardir (Skendros, & Mitroulis, 2012). Ancak son
donemde yapilan fare makrofaj c¢alismalari B. abortus ve B. melitensis’in otofaji
mekanizmalarini kendi avantajlaria kullandiklarini gostermistir. Ozellikle B. abortus
hiicre i¢indeki yasam dongiisiinii tamamlamak ve hiicreden hiicreye yayilmak i¢in
otofajinin yapisal 6zelliklerini igeren BCV ihtiyag duyarlar (Thornes, Early, Hogan, &
Reen, 1982). Otofajinin farmakolojik olarak inhibe edilmesi ile B. melitensis’in hiicre
ici ¢ogalmasimin biiyiik Olgiide azaldigi gosterilmistir (Skendros, Sarantopoulos,
Tselios, & Boura, 2008).

TLR’ler tarafindan patojenlerin taninmasi ve sinyal olusturulmasi ASH’lerin
aktivasyonu ve edinsel immiin sistemin aktive olmasi i¢in temel olaydir (Sekil 3).

TLR LPS, lipoproteinleri, niikleik asitleri iceren genis bir yelpazedeki
PAMP’lar1 tespit etmekte ve NF-kB, aktivator protein (AP)-1 ve interferon diizenleyici
faktor (IRF)3/IRF7 gibi temel transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda temel rol
almaktadir. TLR TNF-q, interlokin (IL-12), IL-6, IL-1B, tip-I IFN’lar gibi birgok
proenflamatuvar sitokinlerin salinimini ve CD80, CD86 gibi kostimiilator proteinlerin
ekspresyonunu arttirarak dogal ve edinsel immiin sistem arasinda bir koprii gorevi
istlenmektedir (lwasaki, & Medzhitov, 2004). B. abortus ve B. melitensis
enfeksiyonlarinda konak direncinde en 6nemli mekanizmanin TLR9 beraberinde
MyD88 adaptdr proteini oldugu tespit edilmistir. Hiicre i¢inde endozomal
kompartimanlarda {iretilen TLR9 bakteriyel DNA’lart taniyarak Thl yanitim
yonlendiren IL-12 salinimini saglamaktadir (Huang, Ishii, Akira, Aliberti, & Golding,
2005; Macedo ve ark., 2008). TLR disinda diger NOD benzeri reseptorler (NLR) gibi
PRR’ler de hiicre i¢i bakterilere kars1 onemli rollere sahiptirler (Sérgio. Oliveira, de
Almeida, Carvalho, Oliveira, & Lacerda, 2012).

Brucella’nin dogal immiin sistem tarafindan taninmasi i¢in ¢ok sayida PAMP

bulunmaktadir. Bunlarin iginde en ¢ok calisilan ve en iyi bilineni LPS’dir. Escherichia
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coli’nin endotoksini ile kiyaslandiginda Br-LPS tipik endotoksin o6zellikleri
gostermemektedir. Br-LPS Brucella’nin hiicre iginde yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in en
onemli immiinmodiilator role sahiptir (Cardoso, Macedo, Azevedo, & Oliveira, 2006;
Conde-Alvarez ve ark., 2012). Br-LPS brusellozun yasam dongiisiinde benzersiz ikili
role sahiptir. Enfeksiyonun erken doneminde diisiik immiinmodiilatdr aktivite
gostererek dogal immiin sistemden kagarken enfeksiyonun ge¢ doneminde dogal
immiin sistemi negatif yonde dilizenleyerek patojeni korur ve hastalifin

kroniklesmesini saglar (Skendros, & Boura, 2013).

2.12.1.2. Notrofiller

Notrofiller dogal immiin sistemde 6nemli bir role sahiptirler ve enflamasyon
bolgesinde cok biiylik sayilarda bulunurlar. Nétrofiller mikroplart hiicre i¢ine aldiktan
sonra antimikrobiyal graniilomlarin fagozom ile birlesmesi ile oldiiriirler. Ayrica
patojenleri oldiirmek igin reaktif oksijen radikalleri iretirler ve litik enzimlerde
salgilarlar. B. abortus’un in vitro ortamda nétrofilleri aktive ettikleri ve yasam
sirelerini  uzattiklar1  gosterilmistir. Bu etki dogal immiin yanitin lipitle
zenginlestirilmis dis membranin (L-Omp)19 proenflamatuvar roli ile olmaktadir
(Giambartolomei, Scian, Acosta-Rodriguez, Fossati, & Delpino, 2012). Brucella
notrofil icinde dldiiriilmeye direncli olmakla birlikte nétrofil iginde cogalamamaktadir

(Barquero-Calvo ve ark., 2007; Kreutzer, Dreyfus, & Robertson, 1979).

2.12.1.3. Diger T Lenfosit Alt Gruplari ve Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Diger T lenfosit alt gruplar1 dogal ve edinsel immiinite arasinda ara yiiz olusturan
dogal oldiiriicii  (NK) T hiicrelerinden ve y6 T hiicrelerinden olusmaktadir. Klasik
antijen spesifik T hiicreleri (apTCR CD4" ve CD8" T lenfositler) ile kiyaslandiginda
periferik kanda ¢ok az miktarda bulunurlar ve MHC sinirlandirilmasi olmaksizin non-
peptit antijenleri (glikolipid ve fosfolipid) taniyabilmektedirler. Bir¢ok g¢alismada
hiicre i¢i patojenlere kars1 spesifik Thl yanit1 olusuncaya kadar enfeksiyonun erken
doneminde bu hiicrelerin hizli ve erken bir sekilde IFN-y iiretimi sagladiklar
gosterilmistir (Sekil 3) (Dieli ve ark., 2003; Kubota, 2010; Nyirenda, Seeley, Mandala,
Drayson, & MacLennan, 2010; Sada-Ovalle, Chiba, Gonzales, Brenner, & Behar,
2008).
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vd T lenfositler fare, insan ve sigir brusellozunun erken déneminde koruyucu
role sahiptir (Bertotto ve ark., 1993; Kilic, Akbulut, Ozden, & Bulut, 2009; Skyberg
ve ark., 2011). Insanlarda enfeksiyonun erken doneminde Brucella fosfoantijenleri y5
T lenfositlerini aktive eder (Bertotto ve ark., 1993). Brusellozun erken doneminde v
T lenfositleri artis gosterirken tedavi ile azalmaktadir (Kilic ve ark., 2009). y6 T
lenfositler makrofaj i¢indeki Brucella’larin {iremesini temasli ve temassiz yollar ile
inhibe etmektedir. Bunu graniil ve Fas-ligand aracili sitotoksisite, makrofaj
aktivasyonu, IFN-y iiretimi ile bakterisidal aktivite ve graniilizin ve katelisidin gibi
bakterisidal faktorler salinimi ile yaparlar (Dudal ve ark., 2006; Oliaro ve ark., 2005;
Ottones, Dornand, Naroeni, Liautard, & Favero, 2000). Ayrica Vy9V62 T hiicrelerinin
NKG2D reseptor iizerine uyarict etkisi oldugunu gostermistir (Bessoles, Ni, Garcia-
Jimenez, Sanchez, & Lafont, 2011).

NK hiicrelerinin IFN-y salinimi1 ve sitotoksik etki ile anti-Brucella etkileri
bulunmaktadir (Bessoles, Dudal, Besra, Sanchez, & Lafont, 2009; Dornand ve ark.,
2004). Isitma yontemi ile 6ldiriilen B. abortus ile asilanan farelerde NK hiicrelerinin
B hiicrelerinden poliklonal antikorlar iretimini indiikledigi gosterilmistir (Gao,
Jennings, Guo, & Yuan, 2011). Insanlarda periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PKMH) akut bruselloz sirasinda gecici NK sitotoksisitesinde bozukluk oldugu ancak
tedavi ile normale geldigi gosterilmistir. Bu durum bruselloz gelisimine NK hiicre

etkinliginin 6nemli oldugunu gostermektedir (Salmerdn ve ark., 1992).

2.12.2. Brusellozda Edinsel immiin Yamt
2.12.2.1. Spesifik T Hiicre Yamti

Edinsel immiin sistem bakteriyi eradike etmek ve konagi korumak igin antijene
0zgiil yanit olusturmak ve devam ettirmek i¢in aktive olur. Brusellozda Thl hiicre
yanitini arastiran ¢ok sayida calismalar yapilmistir. Bir ¢alismada IFN-y, IRF1 ve IL-
12 gibi Thl elementlerinin bruselloza duyarli farelerde eksik oldugu bulunmustur
(Brandio ve ark., 2012; Martirosyan ve ark., 2011). Bir bagka ¢alismada IFN-y ve IL-
12 gibi Thl ile iligkili sitokinlerin farelere verilmesinin bruselloza kars1 koruyucu
oldugu gésterilmistir (Martirosyan ve ark., 2011). In vitro ortamda cesitli Brucella
antijenleri ile uyarilan fare splenositleri ve CD4" T hiicrelerinin, sigir CD4" T

lenfositlerinin insan PKMH ve T hiicrelerinden baskin olarak IFN-y salgilattig1 tespit
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edilmistir (Fernandes, Jiang, Jung, & Baldwin, 1996; Giambartolomei ve ark., 2002;
Oliveira, & Splitter, 1995; Rafiei ve ark., 2006; Weynants ve ark., 1998; Zaitseva ve
ark., 1995; Zhan, Kelso, & Cheers, 1995). Bir diger ¢alismada Thl yanitinda azalma
ile relaps/kronik vakalar arasinda korelasyon oldugu bulunmustur (Akbulut, Kilic,
Bulut, & Ozden, 2005; Giambartolomei ve ark., 2002; Rafiei ve ark., 2006; Rodriguez-
Zapata ve ark., 2010). insan genetik calismalarinda hastalik duyarliligi ile Thl
yanitinda gorevli olan molekiillerde mutasyonlar ve polimorfizmler oldugu

gosterilmistir (Skendros ve ark., 2011).

2.12.2.2. B Lenfositler ve Brucella Enfeksiyonu

B lenfositler antijene 6zgiil antikor iiretimini saglayan edinsel immdiinitenin
hiimoral kismin1 yonetmektedirler (Sekil 3). Notralizan etkilerinin yaninda antikorlar
mikroplarin ASH tarafindan fagositozunu kolaylastiran opsonin olarak gorev yapar,
kompleman1 aktive eder, makrofaj, notrofil ve NK hiicrelerinin antikor aracili
sitotoksisitesinde gorev alirlar. B hiicreler belli durumlarda ASH gibi gorev yaparak
edinsel immiin yanitin aktive olmasini saglarlar (Baldwin, & Goenka, 2006).

Hiicre i¢i bakterilere karsi hiimoral immiinitenin rolii sinirhidir ve koruyucu
degildir. Antikorlar tarafindan opsonizasyon bakterilerin fagositler tarafindan hiicre
icine alimmi kolaylastirir, baslangicta enfeksiyonu bir miktar sinirlar. Ancak
Brucella’nin hiicre i¢i dongiisiinde ¢ok az etkinligi vardir (Baldwin, & Goenka, 2006;
Bellaire, Roop, & Cardelli, 2005). Br-LPS kars1 gelisen antikorlar bruselloz tanisinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Al Dahouk, Tomaso, Nockler, Neubauer, &
Frangoulidis, 2003).

Calismalarda B hiicrelerinin brusellozda diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir.
Enfeksiyonun erken fazinda B hiicreleri IFN-y aracili Thl yanitin1 azaltan ve
enfeksiyonun persistan hale gelmesini saglayan IL-10 ve Transforme edici biiyiime
faktorii-beta (TGF-B) salgilamaktadir. B hiicrelerin yoklugunda Brucella’ya karsi
antikorlar bagimsiz diren¢ ¢ok daha belirgindir (Goenka, Parent, Elzer, & Baldwin,
2011). Opsonize edilmis B. abortus’un esas olarak B hiicrelerini enfekte etmesi ve
hiicre i¢inde yasamasi, yine B. abortus’un ¢ok miktarda IL-10 salinimina yol a¢an ¢ok

giicliit B hiicre mitojeni olan viriilans faktor proline racemase protein A (PrpA)
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eksprese etmesi B hiicrelerinin diizenleyici roliinii gostermektedir (Radhika Goenka,

Guirnalda, Black, & Baldwin, 2012; Spera, Ugalde, Mucci, Comerci, & Ugalde, 2006).

2.12.2.3. Sitokinler

Sitokinler Brucella’ya karsi dogal ve edinsel immiin yanitta anahtar rol oynarlar.
B hiicrelerden ve makrofajlardan salinan IL-12, Thl yanitin1 saglarken aktive olmus
makrofajlardan IFN-y salimmini saglarlar. Makrofaj ve NK hiicreler tarafindan
salgilanan TNF-a, IFN-y etkinligini maksimum seviyeye ulastirir. IL-1 bagimli koloni
stimiile edici faktoriin notrofil ve makrofajlarin dalaga birikmesini saglar (Doyle,
Halliday, Barnett, Dunn, & Hume, 1992). Bu durum T hiicrelerden salgilanan IL-6 ile
aciklanabilmektedir. Enfekte hastalarin splenositleri Thl yanitini artirmak i¢in IL-2,
IFN-y ve IL-10 tiretimi i¢in yiiksek seviyede mRNA eksprese ederken IL-4 {iretimi
i¢in diisiik seviyede mRNA eksprese etmektedirler (Doyle ve ark., 1992; Zaitseva ve
ark., 1995). Enfeksiyonun ge¢ doneminde artis gosteren 1L-10, Thl yanitin1 azaltarak
Brucella’nin immiin gozetimden kagmasina katkida bulunur (Sveti¢, Jian, Lu,

Finkelman, & Gause, 1993).

2.13. Kronik Brusellozlu VVakalarda Brucella Anerfjisi

Brusellozlu vakalarin %10-30 kadarinda atipik klinik seyir, fokal tutulum gibi
cok sayida komplikasyonlar, kronik yorgunluk sendromu ve relaps ile karakterize
kronik hastalik tablosu gelisir (Skendros ve ark., 2006; Spera ve ark., 2006). Kronik
bruselloz vakalarinda Brucella’nin konak immiin yanitin1 diizenlemesi sonucu
meydana gelen defektif Th1l yanit1 ve T hiicre anerjisi vardir (Elfaki, & Al-Hokail,
2009; Giambartolomei ve ark., 2002; Kinikli, Turkcapar, Kucukay, Keskin, & Kinikli,
2005; Rafiei ve ark., 2006; Skendros ve ark., 2006, 2008). Klinik ¢alismalarda hastalik
0zgiil ve 6zgiil olmayan antijenlere kars1 migrasyon ve fagositoz bozuklugu oldugu,
bakteriyel antijenlere karsi deri reaktivitesinin azaldigi, lenfosit ve monositlerin
apoptozuna karsi uzamig direng gelistigi, mitojenlere veya Brucella antijenlerine karsi
lenfositlerin diisiik proliferasyon gosterdigi, serumda TGF-B1 artarken PKMH’den
salman Th1 sitokinlerinde (IFN-y, IL-2) azalma oldugu, CD69" erken aktive olan T
lenfositlerin azaldig1 ve sitotoksik T lenfosit oraninin arttigi gosterilmistir (Skendros

ve ark., 2011).
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Akut bruselloz vakalari ile kiyaslandiginda relaps kronik brusellozlu vakalarda
IL-2 alfa reseptor (CD25) eksprese eden CD4" T lenfosit oranlarinda azalma oldugu,
PKMH hiicrelerinin mitojen ve E. coli LPS ile uyarildiklarinda dahi bu etkinin devam
ettigi gosterilmistir (Skendros ve ark., 2008; Spera ve ark., 2006). IL-2, antijen ile
uyarilmig T lenfositleri i¢in biiylime faktoriidiir ve Th1 klonal ¢ogalmasi igin kritiktir.
T hiicre reseptor (TCR) sinyalinin giiclenmesi i¢in ASH ile T hiicreleri arasinda
CD28/CD80 kostimiilasyonu gerekir.

Akut enfeksiyon ile kiyaslandiginda kronik brusellozlu hastalarda E. coli LPS
ve mitojen ile uyarilmis PKMH CD4*/CD28" T oraninda azalma vardir. Ayrica 1sitma
ile oldiriilmiis Brucella hiicreleri (heat-killed B.abortus) (HKBA) ile uyarilmis
PKMH CD80" monositlerde doz bagimli 6nemli bir azalma vardir (Skendros ve ark.,
2006, 2008). HKBA ile yapilan tam kan kiiltiirlerinde IFN-y eksprese eden T
lenfositlerde azalma olurken CD3*/ IL-13" T hiicrelerde artma gézlenmistir (Th2
degisimi) (Rafiei ve ark., 2006).

Insan primer hiicreleri ve HKBA kiiltiirinde Brucella PAMP’larnimn
immiinstipresif etkisi goriilmiistiir. Bu durumlar kroniklesmeyi agiklamaya katkida

bulunabilir.

2.14. Yeni Markerler
2.14.1. Human ABI Gene Family Member 3 (ABI3)

Abl interactor (ABI) ailesi proteinlerinin memelilerde aktin hiicre iskeletini
diizenlemek ile gorevli oldugu bilinmektedir. Memeli hiicreleri ii¢ ¢esit ABI proteinine
(ABI-1, ABI-2, ve ABI-3) sahiptir. Human ABI Gene Family Member 3 (ABI3) yeni
izole edilen Src homology 3 (SH3) domaine sahip bir gendir (Miyazaki ve ark., 2000).
Aminoasit dizilisindeki benzerlik nedeniyle daha sonra ABI ailesine eklenmistir. Her
ic Abi protein biiyiikk Ol¢iide ayn1 domain yapisina sahiptir (Ichigotani, Fujii,
Hamaguchi, & Matsuda, 2002).

Calismalarda ABI protein ailesinin aktin dinamiklerinin diizenlemesinde 6nemli
oldugu gosterilmistir (Hossain, Dubielecka, Sikorski, Birge, & Kotula, 2012). ABI-1
ve ABI-2 6zellikle Rac GTP’aza cevap olarak aktin aglarinin olusumunda ve aktin
ligamentlerinin olusumunu diizenleyen makro molekiil olan WAVE kompleksi i¢inde

yer almaktadir (Eden, Rohatgi, Podtelejnikov, Mann, & Kirschner, 2002; Innocenti ve
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ark., 2004). ABI-1 ve ABI-2 cAbl aracili sinyal transdiiksiyonu ve hiicrelerin
reorganizasyonunda fonksiyon gérmektedirler (Hossain ve ark., 2012).

ABI3 timiis ve dalak dokularinda bol miktarda bulunmaktadir (Hirao ve ark.,
2006). ABI3 ¢ok sayida kan hiicresi tarafindan da eksprese edilmektedir. Bu hiicreler
aktin bazli hiicre iskelet sistem organizasyonunu devam ettirmek icin WAVE2
kompleksine ihtiyag duyar. ABI3 bu kompleksin yapisinda yer almaktadir.
Makrofajlar ve epitelyal hiicreler podozomlar iiretmektedir. ABI3 muhtemelen bu
hiicrelerdeki podozomlarin yapisina katilmaktadir (Sekino ve ark., 2015). Sican
hipokampiislerinde ABI3’iin direkt olarak F-aktine baglandig1 ve DH ¢ikintilarinin ve
sinaps yapisini diizenledigi gosterilmistir (Bae, Sung, Cho, Kim, & Song, 2012; Bae,
Sung, Cho, & Song, 2012).

ABI-1 ve ABI-2 bilinen fonksiyonlarina karsin ABI3 protein fonksiyonlar1 tam
olarak anlagilamamistir (Sekino ve ark., 2015). ABI3’{in ABI-1 ve ABI-2 gibi WAVE2
kompleksinin yapisina katilir. Ancak ne c-abl’ye baglanir nede WAVE2 kompleksinin
c-abl aracili fosforilasyonuna katilmaktadir. Calismalarda WAVE2 kompleksine
katilan ABI3’iin ABI-1 ve ABI-2 WAVE2 kompleksinden farkli fonksiyonlari
gosterilmistir. Bu farkli fonksiyonlardan biri v-Src eksprese eden hiicrelerde hiicre
membran protriizyonun yapisina katilmaktir (Sekino ve ark., 2015).

Metastatik hiicrelerde asir1 miktarda ABI3 ekspresyonunun hiicre motilitesini ve
metastaz potansiyelini azalttigi gosterilmistir (Ichigotani, Yokozaki, Fukuda,
Hamaguchi, & Matsuda, 2002). Bir ABL inhibitorii olan imatinib mesylate varliginda
ABI3 ekspresyonunun metastazi siiprese ettigi goriilmiistiir (Matsuda ve ark., 2008).

2.14.2. Human C-Type Lectin Domain Family 12, Member B (CLEC12B)

C tip lektin olarak bilinen karbonhidrat baglayan protein domainlerinden biridir.
C tip olarak adlandirilmasi baglanma i¢in kalsiyum gerekliligindendir (Zelensky, &
Gready, 2005).

C tip lektin domaini igeren proteinlerin hiicre-hiicre adezyonu, patojenlere
immiin yanit ve apoptoz gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Cambi, & Figdor, 2009;
Drickamer, 1999). C tip lektinler protein domainlerindeki gesitlilik temel alinarak 17
alt gruba ayrilmistir (Zelensky, & Gready, 2005).
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Immiin sistemin asir1 aktive olarak zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasi
engellenmelidir. Bu immiin regiilasyonun saglanmasinda C tip lektin ailesinin 6énemli
rolii vardir. Myeloid hiicreler tizerinde bulunan human c-type lectin domain family 12,
member b (CLEC12B) inhibit6r reseptorler olarak gérev yaparlar. CLEC12B’in hiicre
dist domaini NK hiicrelerinin NKG2D reseptorleri ile homolog yapidadir. Ancak
CLECI12B’in hiicre i¢i domaini immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
(ITIM) igerir. CLEC12B NKG2D’nin ligandlarina baglanmaz iistelik NKG2D’nin
inhibitor karsiligi da degildir. Ancak CLEC12B, NKG2D aracili sinyal gibi davranma
yetenegine sahiptir. CLEC12B’nin hiicre i¢inde herhangi bir fonksiyonu yoktur.
Sadece plazma membran1 {izerindeki belli reseptorlere baglanarak hiicresel
fonksiyonlar1 engeller. CLEC12B mRNA tiim dokulardan eksprese edilmektedir. in
vitro deneylerde makrofajlarin CLEC12B eksprese ettikleri gosterilmis olmakla
birlikte DH’in CLEC12B eksprese ettikleri gosterilememistir (Hoffmann ve ark.,
2007).

2.14.3. Human DNA Damage Inducible Transcript 4 Like (DDIT4L)

DNA-damage-inducible transcript 4 (DDIT4) protein, ayn1 zamanda regulated
in development and DNA damage response 1 (REDD1) olarak da bilinir.
Insanlarda DDIT4 geni tarafindan kodlanmaktadir (Shoshani ve ark., 2002). DDITA4L,
hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, motilitesi, hiicrenin yasam dongiisii, protein sentezi,
otofaji ve transkripsiyon diizenleyen serine/threonine protein kinase gibi fonksiyon
goren The Mammalian Target of Rapamycin’i (mTOR) negatif diizenlemek suretiyle
fonksiyon gormektedir (Sofer, Lei, Johannessen, & Ellisen, 2005).

Ozellikle hipoksi durumlarinda upregiile olan DDIT4, mTOR'un negatif
diizenlenmesiyle sonuglanir. Hipoksi durumlarina ek olarak DNA hasarlanmasi ve
hiicrenin enerji stresi iginde olmasi durumunda da DDIT4L aktive olmaktadir (Ellisen
ve ark., 2002).

Klinik olarak DDIT4L’un mTOR iizerinden yaslanma ile ilgili etkileri
bulunmaktadir. Tiiberoskleroz, lenfanjiomyomatoz, diyabet ve kanser ile
iliskilendirmistir (Sarbassov, Ali, & Sabatini, 2005). Diyabet tedavisinde kullanilan
metforminin DDIT4L ekspresyonunu arttirmak suretiyle kanser riskini azalttiginin

gosterilmesinden sonra DDIT4L dikkatleri tizerine ¢ekmeye baslamistir (Ben Sahra ve
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ark., 2011). mTOR’u hedef alan birgok ilag kanser ve otoimmiin hastalik tedavisinde
kullanilmaktadir. mTOR T hiicre farklilasmasinda, B hiicrelerinin gelisimi ve
farklilasmasinda, notrofil, mast hiicresi ve DH migrasyonu ve bu hiicrelerin sitokin
iiretimi i¢in gereklidir (Eiden, Zhang, Gary, Simmons, & Mock, 2016).

mTOR’un DDIT4L tarafindan negatif regiile edilmesi tiim bakteriyel

enfeksiyonlara oldugu gibi bruselloza yatkinlig1 arttiracaktir.

2.14.4. Human Zinc Finger Protein 1 (ZFP1)

Zinc finger protein (ZFP) en biiyiik DNA baglayici protein ailesidir ve ¢ok genis
molekiiler fonksiyonlari vardir. Zinc finger domainleri DNA, RNA, poly-ADP-ribose
(PAR) ve diger proteinlerle etkilesime girmektedir. ZFP’ler bircok hiicresel
diizenleyici siirecte gorev almaktadir. ZFP’ler, transkripsiyonel diizenleme, ubiquitin
aracili protein degradasyonu, sinyal transdiiksiyonu, DNA tamiri, hiicre migrasyonu
ve ¢ok sayida hiicresel fonksiyonda gorevlidir. Cinko iyonu sistein ve histidin ile
c¢esitli kombinasyonlar yaparak ZFP’lerin yapisini olustururlar. C2H2, RING, PHD ve
LIM olmak tizere dort farkli ZFP domain yapisi bulunmaktadir. Klasik C2H2 zinc-
finger proteinler, bir zincir lizerindeki iki histidin ve diger zincir lizerindeki iki sistein
ve bir ¢inko iyonu ile koordine edilir (Cassandri ve ark., 2017).

Cogu ZFP’ler ¢ok sayida ve farkli yapida ZP domaini igerir. ZFP’lerin ¢ok farkli
hiicresel fonksiyonlar1 vardir. Hiicrelerin farkli kompartimanlarinda yerlesmislerdir.

ZFP’ler goreceli olarak kiiciik protein motifleridir, parmak seklinde ¢ikintilara
sahiptir ve parmak ¢ikintilar ile hedef molekiillerine baglanirlar. Bu domainler ¢inko
iyonuna baghdirlar, ancak demir gibi farkli metallere de baglanabilir veya hicbir
metale baglanmayabilirler. Ilk defa DNA molekiillerine baglandiklar1 gosterilmis
olmakla birlikte DNA, RNA, protein ve lipit substratlara baglandigi da gosterilmistir.

Baglanma c¢esitlilikleri aminoasit sekanslarindaki c¢esitlilige baghdir. ZFP
domainleri ¢cogunlukla kiimeler halinde bulunur ve farkli baglanma 6zgiilliiklerine
sahiptirler. ZFP protein motifleri sekans ve yapilari ¢ok cesitli olan birbirinden ¢ok
farkli proteinlerde bulunabilmektedir. ZFP domainleri ayn1 grup i¢inde (DNA, protein
vs.) farkli baglanma o6zelliklerine sahiptir ve bu farkli yapilar fonksiyon ¢esitliligi
saglamaktadir. Gen transkripsiyonu, mRNA trafigi, hiicre yapisi, epitelyal gelisim,

hiicre adezyonu, protein katlanmasi, kromatin yeniden yapilanmasi bu fonksiyondan
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bazilaridir (Laity, Lee, & Wright, 2001). ZFP motifleri oldukga stabil molekiillerdir
ve hedef molekiillere baglandiktan sonra nadiren yapisal degisiklik gosterirler. ZFP
yapist temel olarak c¢inko iyonu ile birlikte histidin ve sistein rezidiilerinden
olusmaktadir. Bu rezidiilerin sayis1 ve sirasina gore ZFP simiflandirilmasi
yapilmaktadir. Son donemlerde daha metodolojik bir yontem kullanilarak ZFP
proteinleri katlanma bolgesindeki protein motiflerine gore yapilmaktadir (Krishna,
Majumdar, & Grishin, 2003).

ZFP iginde Cys2Hisz-like fold group (C2H2) en iyi karakterize edilen memeli
transkripsiyon faktoriidiir. Bunun yaninda ¢ok sayida ve farkli fonksiyonu olan ZFP
bulunmaktadir. ZFP histidin, sistein ve ¢inko iyon konsantrasyonlarina gore en az
dokuz grupta kategorize edilmektedir. Cogu ZFP protein sadece tek tip zinc finger
yapisi igermektedir (Li & Liu, 2020).

2.14.5. Human Protein Inhibitor of Activated STAT4 (PIAS4)

Protein inhibitor of activated signal transducer and activator of transcription
(STAT) (Chung ve ark.), E3 small ubuquitin-like modifier (SUMO) -protein ligase
PIAS ve protein inhibitor of activated STAT protein gamma (P1ASg or PIASy) olarak
da bilinmektedir. PIAS4 bir enzimdir ve PIAS4 geni tarafindan kodlanmaktadir (Liu
ve ark., 1998).

Ik olarak 1997 yilinda PIAS3 bulunmustur. PIAS, JAK-STAT yolag
arastirmalar1 sirasinda kesfedilmistir (Chung ve ark., 1997). PIAS proteinleri STAT
inhibe etme o6zelliklerine gore adlandirilmigtir. PIAS1 STAT1’1, PIAS2 STAT2’yi
inhibe eder. Ancak sonrasinda PIAS proteinlerin sadece basit bir sekilde STAT inhibe
etmesinin yaninda SUMO proteinler ile olan iligkisi anlasilinca isimlendirme
“Pleiotropic Interactors Associated with SUMO” tiimcesinin kisaltilmis hali olan
PIAS olarak belirlenmistir (Rytinki, Kaikkonen, Pehkonen, Jadskeldinen, & Palvimo,
2009).

Ubikitin yolaginin aksine hiicresel proteinlerin SUMOylation’u E3 ligaz olan
PIAS proteinleri ile yapilmaktadir. Bu proteinler IFN yolag {izerinden dogal immiin
yanit1 baskilama yoniinde hareket ederler. Ancak bunun yaninda polimorfoniikleer

16kosit stabilitesi, transkripsiyon, DNA tamiri, NF-kB regiilasyonu, hiicre dongiisii ve
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hiicre yaglanmasi gibi birgok hiicresel olayda gorev aldigi anlasilmistir (Conn ve ark.,
2016).

PIAS proteinleri transkripsiyonel ko-regiilator olarak gen ekspresyonlarinin
kontroliinde gorev almaktadirlar. PIAS proteinleri E3 SUMO-protein ligaz gibi
davranarak transkripsiyonla iligkili altmistan fazla protein ile etkilesime girmektedir
(Sharrocks, 2006). Bir SUMO proteininin hedefine baglanmasi PIAS ile
transkripsiyon faktor arasinda protein-protein etkilesimini baglatir. Bu transkripsiyon
aktivasyon veya inhibisyon seklinde ortaya ¢ikabilir (Rytinki ve ark., 2009).

STAT4, STAT ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidir. Naif CD4" T
hiicrelerini Th1 doniisiimii ve IL2’ye IFN-y yanitinin olusmasi igin gereklidir. PIAS4,
STAT4 ekspresyonunu baskilamak suretiyle immiin baskilayic1 bir durum ortaya
cikarmaktadir (Bacon ve ark., 1995; Kaplan, 2005).

Ubiquitin yolagmin aksine SUMOylation PIAS-4 protein ailesi ile
diizenlenmektedir. Bu ligazlar enfeksiyonun baslangicinda IFN yolagindaki anahtar

diizenleyicileri baskilayarak dogal immiin sistemi negatif yonde diizenlerler (Conn ve

ark., 2016).

2.14.6. Human Protein Phosphatase 2A Activator Regulatory Subunit 4
(PPP2R4)

PP2A olarak bilinen protein fosfataz 2A (PP2A) enzimi PPP2CA geni tarafindan
kodlanir. PP2A hiicre biiylimesinde, hiicre dongiisiinde, DNA replikasyonunda,
transkripsiyon ve translasyonda, hiicre c¢ogalmasi ve apoptozda, sinyal
transdiiksiyonunda, hiicre mobilitesi ve hiicre iskeleti dinamiklerinde etkin rol
oynadigr bulunmustur. Bu etkileri sayesinde PP2A kanser tedavisinde, kalp
hastaliklarinda, diabetes mellitusda ve nérodejeneratif hastaliklarda onemli bir
aragtirma konusu olmustur (Cohen, 1991; Klumpp & Krieglstein, 2002). PP2A
disregiilasyonunun Alzhemier hastalig1 ve enfeksiyonlara artmis duyarhilik ile iliskili
oldugu da bilinmektedir (Cho, & Xu, 2007).

Hiicresel transformasyonda ve g¢esitli hiicresel fonksiyonlarin yaminda timor
stipresyon yapan bir protein olarak gérev yapmaktadir (Mumby, 2007). Cesitli sinyal
yollar1  tizerindeki inhibitor  etkileri  sayesinde enflamatuvar  yanitlan

sinirlandirilmasinin kesfedilmesinden bu yana PP2A aktivitesini arttiran ilaglarin
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enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde etkin olabilecegi diistiniilmektedir (Clark, &
Ohlmeyer, 2019).

Fosforilasyon ve defosforilasyon proteinleri temel hiicre mekanizmalarinin
regiilasyonu igin gereklidir. PP2A total hiicre proteinlerinin en az %1 ni olustururlar.
Protein fosfataz 1 ile birlikte degerlendirildiginde hiicrelerde ve dokulardaki Ser/Thr
fosfataz aktivitesinin %90 fazlasindan sorumludurlar (Klumpp, & Krieglstein, 2002;
Lin ve ark., 1998).

PP2A proteinlerin serin ve treonin amimoasidlerinden selektif olarak fosfat
gruplarimi kaldirilmasini katalizleyen oldukc¢a kompleks heterodimerik bir enzimdir
(Clark & Ohlmeyer, 2019). Hiicre fonksiyonlarinin regiilasyonu i¢in fosfataz ve kinaz
aktiviteleri arasinda ¢ok hassas denge olmalidir. Kavramsal olarak ve pratik olarak
zararl hiicre aktivitesini engellemek i¢in kinazlari inhibe etmek fosfatazlari aktive
etmekten daha kolay goriilmektedir (Clark, & Ohlmeyer, 2019). PPA tek bir antite
degildir. Protein fosfatazlar, fosforilaz kinaz enzimini defosforile edebilme ve
inhibisyon durumlarina gore tip-1 ve tip-2 olarak iki gruba ayrilmaktadir (Cohen,
1991). Tip-2 enzimler aktif enzim 65 kD agirliginda scaffolding (iskele) subunit A, 36
kD katalitik subunit C ve spesifiteyi belirleyen farkli boyutlardaki subunit B’den
olugsmaktadir (Haesen, Sents, Lemaire, Hoorne, & Janssens, 2014; Lambrecht, Haesen,
Sents, Ivanova, & Janssens, 2013). Fonksiyonel karmasiklik ve gesitlilik B subuniti
tarafindan saglanmaktadir (Haesen ve ark., 2014; Lambrecht ve ark., 2013).

Treonin, tirozin veya serin gruplarindan kovalen olarak baglanmis fosfat
gruplarin1 ayirmak protein fonksiyonlarin1 diizenlemek i¢in hizli ve etkin bir
yontemdir. Az sayida ters reaksiyonu katalizleyen fosfataz olmakla birlikte, enzimlerin
substrat spesifitesi katalitik fonksiyonlari olmayan regiilatér subunitler tarafindan
saglanabilir. Regiilator subunitlerin faklilagmasi fosfataz ve kinaz kodlayan genlerin
sayisinda artisla paralel olmaksizin bu enzimlerin (fosfatazlar ve kinazlar)
fonsiyonlarinda 6nemli derecede artis saglar. Bu durumun PP2A i¢in 6zellikle 6nemli
oldugu goriilmiistiir (Clark, & Ohlmeyer, 2019).

PAMP ve PAMP taniyan hiicre reseptorleri enflamasyonun baglamasi ve
immiinite icin temel noktadir. Ozellikle gram negatif bakterilerin yapisinda bulunan
LPS’lerin taninmasi i¢in TLR4 gereklidir. LPS’ler disinda niikleik asit gibi diger

antijenik yapilar diger reseptdrlerce taninir. Bu taninma sonrast sitokin, kemokin ve
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diger enflamatuvar proteinleri i¢eren gerekli immiin yanitlarin olusabilmesi i¢in bir
dizi enzimatik reaksiyon gerceklesmektedir. Hiicre i¢i bu enzimatik reaksiyonlarin
dengeli bir sekilde devam ettirilmesi fosforilasyon ve defosforilasyon ile
saglanmaktadir. PP2A, NF-xB ve MAPK iizerinden fonksiyonlarini yerine
getirmektedir.  Defosforilasyonda PP2A’nin 6nemli bir yeri vardir. PPP2RA4,
PP2A’nin B subunitlerinden biri olan regiilator proteinlerden biridir ve fonksiyonel
cesitlilige katkida bulunmaktadir. Ancak fonksiyonlar1 tam olarak anlagilamamistir ve

PPP2R4 ile ilgili literatiirde yeterli veri bulunmamaktadir (Clark, & Ohlmeyer, 2019).

2.14.7. Human WD Repeat-Containing Protein 33 (WDR33)

Proteinler genellikle yaygin olan motif sekanslarina, katalitik fonksiyonlarina
ve/veya yapilarina gore adlandirilmaktadirlar. Human WD repeat-containing protein
33 (WDR33) 40 amino asitlik rezidii yapisindaki aspartik asit ve triptofan tekrari
nedeniyle bu sekilde adlandirilmstir.

WD tekrarlari igeren proteinler, sinyal transdiiksiyonu, hiicre iskeletinin yeniden
yapilandirilmasi, sinyal transdiiksiyonu, apoptoz, hiicre i¢i vezikiil trafigi ve hiicre
boliinmesi gibi birgok hiicresel olayda gorev almaktadirlar (Silva, Hamamoto,
Nakamura, & Furukawa, 2005).

Insanlarda WDR33 geni ile kodlanmaktadir. WDR33 mRNA’nin AAUAAA
bagimli adenilasyonu ve béliinmesinde gorev yapan “boliinme ve poliadenilasyon
spesifik faktér” (CPSF)’iin bir subunitidir (Ito ve ark., 2001). WDR33, CPSF’nin
subsrat RNA’ya baglanmasi ve poliadenilasyonu baslatabilmesi icin gereklidir.
WDR33 AAUAAA sinyalini oldukca spesifik olarak tanir ve© AAUAAA igeren
sekanslara baglanir. insan WDR33 WDC146 olarak adlandirilmaktadir ve 6zellikle
testislerde iiretilmektedir. Insanlarda kolon ve ince bagirsaklar disinda tiim dokularda
eksprese edilmektedir. WDR33 hiicre farklilagsmasinda ve DNA rekombinasyonunda
gorev alan 6nemli bir proteindir (Ito ve ark., 2001). WDR33 ratlarda timus, dalak ve
lenfositlerde bol miktarda eksprese edildigi tespit edilmistir. WDR33 knockout
farelerde fertilite bozuklugu ve/veya immiin yanitlarda bozukluk oldugu tespit

edilmistir (Ito ve ark., 2001)
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2.14.8. Human Indoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO)

Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase (IDO), ince bagirsak, akciger, kadin
genital sistemi ve plasenta gibi bir¢ok dokudan ve hiicreden fizyolojik olarak
salinmaktadir. Insanlarda IDO1 geni tarafindan kodlanir. IDO triptofan metabolizmasi
i¢in gereklidir. Kynurenine yolunda birinci ve hiz sinirlayici basamagi katalizleyen {i¢
enzimden biridir. IDO immiin sistemin 6nemli bir parcasidir ve gesitli patojenlere karsi
dogal bagisiklikta rol alir. Triptofan patojenlerin yagamasi i¢in esansiyel oldugu i¢in
IDO enzim aktivitesi patojenleri harap eder. Streptokoklar gibi bazi bakteriler, kizamik
ve herpes gibi bazi viriisler triptofan eksikligine ¢ok duyarli olmalarina ragmen
(Adams ve ark., 2004; MacKenzie, Hadding, Xe, & Ubener, 1998; Obojes, Andres,
Kim, Daubener, & Schneider-Schaulies, 2005) Brucella yasamsal fonksiyonlarinin
devamu igin triptofana ihtiyag duymaz (Qin ve ark., 2008).

IDO ekspresyonu IFN-y tarafindan indiiklenmektedir. Bu durum neden
enflamatuvar hastaliklar ve tiimorogenezis sirasinda IDO ekspresyonunun arttigin
aciklamaktadir (Mellor, Lemos, & Huang, 2017).

Diger taraftan IDO, T hiicre fonksiyonlarmi sinirlayarak ve immiin tolerans
mekanizmalarini kullanarak immiinsiipressif etki gosterir. Enflamasyona yanit olarak
hiicreler tarafindan ftretilir (Munn, & Mellor, 2013). IDO tiimér gelisimi sirasinda
aktive olarak tlimoriin malign hiicrelerin immiin sistem goézetiminden kagmasina
yardimci olur. Akut miyeloid 16semi, over kanseri ve kolorektal kanserler gibi bircok
kanserde IDO ekspresyonu arttigi gosterilmistir. IDO malign doniisiim siirecinin bir
parcasidir ve anti-tiimor yanitlarin baskilanmasinda kilit rol oynar. Dolayisiyla
IDO’nun baskilanmasi ile kemoterapi etkinligi ve diger immiinoterapotik tedavilerin
etkinligi arttirlabilir (Prendergast ve ark., 2014; Uyttenhove ve ark., 2003).

IDO immiin diizenleyici hiicreler ve alternatif yoldan aktive olan makrofajlardan
salinan bir enzim olarak immiin sistemin kontrol noktasi olarak gorev alan bir
molekiildiir (Moon, Hajjar, Hwu, & Naing, 2015). IDO’nun T ve NK hiicrelerini
baskiladigi, Treg ve miyeloid kokenli siipressdr hiicre iiretimini arttirdigt ve
anjiyogenezisi destekledigi bilinmektedir (Prendergast ve ark., 2014).

Bu mekanizmalar 6zellikle karsinogenezde dnemlidir. IDO tiimor hiicrelerinin
iki temel mekanizma ile immiin sistemden kag¢isini saglar. Birincisi tiimoér mikro

cevresindeki triptofanin tiiketilmesi, ikincisi ise T hiicreleri ve NK hiicreleri i¢in
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sitotoksik olan triptofan katabolizma {iriinii olan kynurenine’ler ile iliskilidir

(Frumento ve ark., 2002; Munn ve ark., 1999).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hastalarin Secimi ve Calisma Plam1

Calismaya Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 (Tarih:
28.02.2020, Onay no: 2017-3/15) alinarak baslandi. Bruselloz vakalar1 semptomlarin
ortaya cikigina gore akut (0-2 ay), subakut (2-12 ay) ve kronik (12 ay ve iizeri) olarak
gruplandirildi. Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Klinik Mikrobiyoloji poliklinigine bagvuran ve bruselloz tanisi alan hastalara ¢aligma
hakkinda bilgi verildi. Calismaya katilmay1 kabul eden hastalarin onamlar1 alinarak
caligmaya dahil edildi. Bruselloz tanisi klinik bulgularin yaninda SAT 1/160 ve tizeri
pozitifligi ile konuldu.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

*18 yas ve lizerinde olmas1

*Gebelik ve laktasyon doneminde olmamasi

*Bruselloz disinda kronik graniilomatoz hastaligi olmamasi
*Bagka bir enfeksiyoz hastaligi olmamasi

*Otoimmiin veya immiin kdkenli hastalig1 olmamasi
*Anemi veya 16kopeni olmamasi olarak belirlendi.

Calisma gruplar1 akut, kronik, subakut, iyilesen ve kontrol grubu olarak
tasarlandi. Bruselloz vakalar1 ayrica kendi i¢inde osteoatrikiiler tutulumu olup
olmamasina gore iki gruba ayrildi. Kontrol grubu olarak kan merkezine dondr aday1
olarak bagvuran, daha Once bilinen veya saptanan hastalifi olmayan saglikl

goniilliilerden olusturuldu. Hasta ve saglikli kontrol grubundan 10 ml kan alindi.

3.2. Protein Diizeylerinin Saptanmasi

Tiim proteinler i¢in ayn1 olan biotin double antikor sandvi¢ ELISA yontemi Kit
prosediirlerine uygun sekilde basamaklar halinde asagidaki sira ile yapildi;

- Standart soliisyonlarin diliisyonu yapildi.
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Tablo 1. ABI3 i¢in Standart Diliisyonlar

160 ng/L | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120u1 Standart Diliient

80 ng/L Standart No.4 | 120ul Standart No.5+ 120ul Standart Diliient

40 ng/L Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120pul Standart Diliient

20 ng/L | Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120ul Standart Diliient

10 ng/L Standart No.1 | 120ul Standart No.2 + 120pul Standart Diliient

Tablo 2. ABI3 i¢in Stok Standart

Tip | Standart | S5 | S4 | S3 | S2 | S1

ng/L | 320 160 | 80 | 40 | 20 | 10

Tablo 3. CLECI12B I¢in Standart Diliisyonlar

160 ng/L | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient

80 ng/L | Standart No.4 | 120ul Standart No.5+ 120ul Standart Diliient

40 ng/L Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120ul Standart Diliient

20 ng/L Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120ul Standart Diliient

10 ng/L Standart No.1 | 120ul Standart No.2 + 120ul Standart Diliient

Tablo 4. CLEC12B I¢in Stok Standart

Tiip Standart | S5 S4 S3 S2 S1

ng/L 320 160 80 40 20 10

Tablo 5. DDIT4L I¢in Standart Diliisyonlar

48 pg/ml Standart No.5 120pl Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient
24 pg/ml Standart No.4 120ul Standart No.5+ 120u1 Standart Diliient
12 pg/ml Standart No.3 120pl Standart No.4 + 120pl Standart Diliient

6 pg/ml Standart No.2 120ul Standart No.3+ 120u1 Standart Diliient

3 pg/ml Standart No.1 120ul Standart No.2 + 120pul Standart Diliient

Tablo 6. DDIT4L Igin Stok Standart
Tip | Standart | S5 | 4 | 3 | 52 | S1

pg/ml | 96 48 | 24 | 12 | 6 3

Tablo 7. ZFP1 Igin Standart Diliisyonlar

3200 g/ml | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120pl Standart Diliient

1600 g/ml | Standart No.4 | 120ul Standart No.5+ 120pl Standart Diliient

800 pg/ml | Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120ul Standart Diliient

400 pg/ml | Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120l Standart Diliient

200 pg/ml | Standart No.1 | 120ul Standart No.2 + 120ul Standart Diliient

Tablo 8. ZFP1 i¢in Stok Standart

Tiip Standart | S5 S4 S3 | S2 | S1

pg/ml | 6400 3200 | 1600 | 800 | 400 | 200

Tablo 9. PIAS4 igin Standart Diliisyonlar

80 pg/ml | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient

40 pg/ml | Standart No.4 | 120pl Standart No.5+ 120pul Standart Diliient

20 pg/ml | Standart No.3 | 120l Standart No.4 + 120ul Standart Diliient

10 pg/ml | Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120ul Standart Diliient

5 pg/ml Standart No.1 | 120l Standart No.2 + 120ul Standart Diliient
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Tablo.10 PIAS4 i¢in Stok Standart

Tip | Standart | S5 | 54 [ 53 | S2 | S1
pg/ml | 160 80 |40 |20 [10 | 5

Tablo 11. PPP2R4 I¢in Standart Diliisyonlar

400 ng/L | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120u1 Standart Diliient
200 ng/L | Standart No.4 | 120ul Standart No.5+ 120ul Standart Diliient
100 ng/L | Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120ul Standart Diliient
50 ng/L | Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120ul Standart Diliient
25 ng/L Standart No.1 | 120ul Standart No.2 + 120ul Standart Diliient

Tablo 12. PPP2R4 i¢in Stok Standart

Tup | Standart | S5 | S4 | S3 | S2 | S1
ng/L | 800 400 | 200 | 100 | 50 | 25

Tablo 13. WDR33 i¢in Standart Diliisyonlar

24 pg/ml Standart No.5 120l Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient
12 pg/ml Standart No.4 120u1 Standart No.5+ 120ul Standart Diliient
6 pg/ml Standart No.3 120u1 Standart No.4 + 120ul Standart Diliient
3 pg/ml Standart No.2 120u1 Standart No.3+ 120ul Standart Diliient
1,5 pg/ml Standart No.1 120u1 Standart No.2 + 120ul Standart Diliient

Tablo 14. WDR33 i¢in Stok Standart

Tiip | Standart | S5 | 54 | 53 | S2 | S1
po/ml | 48 24 [12 |6 |3 |15

Tablo 15. IDO Igin Standart Diliisyonlar

64 U/L | Standart No.5 | 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient
32 U/L | Standart No.4 | 120ul Standart No.5+ 120ul Standart Diliient
16 U/L | Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120ul Standart Diliient

8 U/L | Standart No.2 | 120ul Standart No.3+ 120ul Standart Diliient
4U/L | Standart No.1 | 120pl Standart No.2 + 120u1 Standart Diliient

Tablo 16. IDO i¢in Stok Standart

Tup | Standart | S5 | S4 | S3 | S2 | S1
U/L | 128 64 |32 |16 | 8 4

- Bos kuyucuklara kromojen soliisyon A, B ve stop soliisyonlar1 eklendi.

- Standart soliisyon kuyucuklarma 50’ser pl streptavidin-HRP ve 50°ser pl
standart eklendi.

- Ornek kuyucuklarina 40’ar ul 6rnek, 10’ar ul protein antikorlari ve 50°ser pl
streptavidin-HRP eklendi.

- Seal plate, membrane ile kapatilarak yavas¢a ¢alkalandi ve 37°C’de 60 dakika
inkiibe edildi.
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- Distile su ve washing buffer kullanilarak 30x sulandirma ile yikama
soliisyonlar1 hazirlandi.

- Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi alindi. Geri kalanlar silkeleme ile
tamamen bosaltildi. Sonrasinda kuyucuklara yikama soliisyonu eklendi. 30 saniye
beklendi sonra sivi tekrar alindi. Yikama islemi bu sekilde bes kez tekrarlandi.

- Tim kuyucuklara 6nce 50’ser pl kromojen A soliisyonu ve sonrasinda
kromojen B soliisyonu eklendi. Hafifce calkalandiktan sonra isiktan korunarak
37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildu.

- Inkiibasyon bitiminde tiim kuyucuklara 50’ser pl stop soliisyonu eklenerek

maviden sartya olan renk degisimi gozlendi (Resim 1).

Resim 1. Plate tizerinde renk degisimi

- Stop soliisyonu eklendikten sonra bos kuyucuk sifir olarak alinarak her bir
kuyucugun absorbanst 450 nm dalga boyunda ELISA okuma cihazinda (Tecan,
Austria) okutuldu.

Sadece arastirma amagcli ticari olarak tiretilen Human ELISA kitlerinde ABI3,
PPP2R4, DDIT4L, WDR33, ZFP1, PIAS4, CLEC12B ve IDO (SunRed Bio,
Shanghai, China) verilen caligma prosediirii izlenerek protein miktarlar1 Slgiildii.

Kitlerin igerisinde konsantrasyonlart bilinen protein standartlarinin vermis oldugu
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optik dansite degerleri ve konsantrasyon degerleri kullanilarak standart grafikler elde
edildi. Numunelerdeki proteinlerin konsantrasyonu standart grafikler kullanilarak
Microsoft Excel programi ile analizi yapildi. Her bir protein icin kitlerin 6lgiim
duyarliligi ABI3; 0,35 ng/L, PPP2R4; 0,92 ng/L, DDITA4L; 0,13 pg/ml, WDR33; 0,04
pa/ml, ZFP1; 10,34 pg/L, PIAS4; 0,26 pg/ml, CLEC12B; 0,21 ng/L ve IDO; 0,27 U/L

olarak verilmistir.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler SPSS versiyon 21 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) kullanilarak yapildi.
Degerlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik  yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi.
Tanimlayici analizler normal dagilan degiskenler i¢in ortalama ve standart sapmalar
olarak, normal dagilima uymayan veriler i¢in ortanca ve geyrekler arasi olarak verildi.
Normal dagilima uyan bagimsiz sayisal gruplarin karsilastirmasi tek yonlii ANOVA
testi kullanilarak yapildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. p-
degerinin 0.05 altinda oldugu durumlar istatiksel olarak anlamli sonuglar olarak
degerlendirildi. Gruplar arasinda anlaml farklilik bulunan durumlarda, ikiserli post-
hoc karsilagtirmalar Tukey testi kullanilarak yapildi. Normal dagilima uymayan ikiden
cok sayisal veri iceren gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Ikiserli karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullamlarak yapildi ve Bonferoni
diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi. Kategorik verilen karsilastirilmasinda ¢ok

gozlii ki-kare testleri kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya kriterleri karsilayan toplam 133 kisi dahil edildi. Ancak ¢alismanin
besinci grubu (subakut grup) yeterli sayida (dort) hasta bulunamadigi igin
degerlendirilmeye alinmadi. Caligmaya dort gruptan toplam 129 kisi ile devam edildi.
Akut gruptaki hastalarin %40’mnda (16/40), kronik gruptaki hastalarin %34’linde
(13/38) kemik eklem tutulumu vardi. Gruplar arasinda cinsiyet (p=0.738) ve yas
(p=0.172) dagilim1 agisindan istatiksel anlaml fark yoktu. Gruplar arasinda yas ve

cinsiyet dagilimi Tablo 17°de, elde edilen sonuglar toplu halde Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 17. Demografik Veriler

Akut Kronik Iyilesen | Kontrol Toplam
Yas (yil)* 44 (205) 52,5 (155) | 54 (31) | 545 (26,5) | 51 (23)
Kadin (%) | 18(14) | 15(11,6) | 3(2,3) | 15(116) | 51(39,5)
Erkek (n%) | 22(17,1) | 23(17,8) | 8(6,2) | 25(19,4) | 78(60.,5)
Toplam (n,%) | 40 (31) | 38(29,5) | 11(8,5) | 40 (31) 129 (100)

* Sonuglar ortanca ve ¢eyrekler arasi olarak verilmistir.

Tablo 18. Calisma Gruplarina Gore Protein Seviyeleri*

Grup Akut Kronik lyilesen Kontrol

ABI3 (ng/L) 18,88 (7,29) 16,57 (4,47) 2,81 (0,35) 3,15 (2,91)
CLEC12B(ng/L) | 449,26 (207,94) | 486,82 (219,52) | 17,08 (5,74) | 23,31 (5,00)
DDIT4L (pg/ml) | 4,72 (1,38) 4,67 (0,97) 5,98 (0,76) 5,87 (5,53)

IDO (U/L) 6,88 (2,72) 6,23 (2,10) 75,35 (17,11) | 79,26 (140,64)
PIAS (pg/ml) 8,01 (3,04) 6,87 (2,47) 9,08 (1,65) 10,66 (8392)
PPP2R4 (ng/ml) | 42,85 (16,72) | 41,11 (17,66) | 3,61 (0,69) 752 (2,77)
WDR33 (pg/ml) | 3,25 (0,81) 3,13 (0,60) 2,75 (1,14) 2,89 (3,67)
ZFP1 (pg/ml) 310,31 (97,57) | 219,69 (83,98) | 317,46(117,59) | 395,71 (408,30)

* Sonuglar ortanca ve ¢eyrekler arasi olarak verilmistir.

Calisma gruplarinda ABI3 seviyelerinin istatiksel olarak anlamli farkli oldugu
tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda ABI3 seviyesi iyilesen ve kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanirken, kronik hasta
grubunda ABI3 seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu. Akut hasta grubunda ABI3 seviyesi kronik hasta grubuna
gore yiiksek olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplar1 arasinda istatiksel anlamli

fark saptanmadi. Yine kontrol grubunda ABI3 seviyesi iyilesen gruba gore yiiksek

47



olmasina ragmen gruplar arasinda istatiksel anlamli fark olmadig goriildi (Tablo 19,

Sekil 4).

Tablo 19. ABI-3 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilagtirma*

ABI-3 Akut Kronik Tyilesen Kontrol
ng/L% 17,73 (6,87) 16,57 (4,47) 2,81 (0,35) 3,15 (2,91)
Akut .039 <0.001 <0.001
Kronik .039 <0.001 <0.001
Iyilesen <0.001 <0.001 0.41
Kontrol <0.001 <0.001 0.41

*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmugtir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.

ABL3 (ng/L)
40,00 o *
-
<0.001
30,007 | <0.001 \
o <0.001 | \
- <0.001
®
o 20,00
< *
10,00
*
O
o 3 ‘
00+

T T 1 T
AKUT KRONIK IVILESEN KONTROL

] . GRUP
Sekil 4. ABI-3 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arast Istatiksel Karsilagtirma

4.2. CLEC12B

Calisma gruplarinda CLECI12B seviyelerinin istatiksel olarak anlamli farkli
oldugu tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda CLEC12B seviyesi iyilesen ve
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanirken, kronik
hasta grubunda CLEC12B seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Akut hasta grubunda CLEC12B seviyesi kronik
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hasta grubuna gore yiiksek olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplar1 arasinda
istatiksel anlamli fark saptanmadi. Yine kontrol grubunda CLEC12B seviyesi iyilesen
gruba gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi (p=0.007) (Tablo 20,
Sekil 5).

Tablo 20. CLEC12B Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi istatiksel Karsilagtirma*

CLEC12B Akut Kronik Iyilesen Kontrol
ng/L% 449,26 (207,94) 486,82 (219,52) 17,08 (5.74) | 23,31 (5,00)
Akut 0.624 <0.001 <0.001
Kronik 0.624 <0.001 <0.001
Tyilesen <0.001 <0.001 0.007
Kontrol <0.001 <0.001 0.007

*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmustir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.

CLEC12B (ng/L)

2000,00—
*
1500,00—
-*
o o <0.001
o gl o <0.001 |
& 1000,00
u | <0.001 j
e |
<0.001
500,007 0.007
o 8 8 — ailsn
AK'UT KRC‘)N"( iYiLE‘$EN KON"FROL
GRUP

Sekil 5. CLEC12B Protein Diizeyleri ve Gruplar Aras Istatiksel Karsilagtirma

4.3. DDIT4L

Calisma gruplarinda DDIT4L seviyelerinin istatiksel olarak anlamli farkl

oldugu tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda DDIT4L seviyesi iyilesen ve
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kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yliksek saptanirken, kronik

hasta grubunda DDIT4L seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak

anlaml diizeyde yiiksek bulundu. Akut hasta grubunda DDIT4L seviyesi kronik hasta

grubuna gore yiiksek olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplari arasinda istatiksel

anlamli fark saptanmadi. Yine iyilesen grubunda DDIT4L seviyesi kontrol gruba gore

istatiksel olarak anlamli diizeyde yliksek saptandi (p=0.007) (Tablo 21, Sekil 6).

Tablo 21. DDIT4L Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilagtirma*

DDIT4L Akut Kronik lyilesen Kontrol
pg/mlE 4,72 (1,38) 4,67 (0,97) 5,98 (0,76) 5,87 (5,53)
Akut 0.671 <0.001 0.001
Kronik 0.671 <0.001 0.003
Tyilesen <0.001 <0.001 0.007
Kontrol 0.001 0.003 0.007

*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmustir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.

DDITAL (pg/ml)

14,007 0.001
r <0.001
12,00 \ 0.003
<0.001 }"
10,00
* 0.007
3
o
—
= 800
o O o
a
6,00 ?
4,00
o
2,00
*
00— ©
AKUT KRONIK iviLESEN KONTROL
GRUP
Sekil 6. DDIT4L Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilastirma
4.4. ZFP1

Calisma gruplarinda ZFP1 seviyelerinin istatiksel olarak anlamli diizeyde farkli

oldugu tespit edildi (p<0.001). Kronik grubunda ZFP1 seviyesi akut hasta ve kontrol

gruplaria gore oldukea diisiik diizeydeydi ve bu fark istatiksel olarak olduk¢a anlamli
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diizeyde idi. Akut hasta grubunda ZFP1 seviyesi kronik hasta grubuna gore istatiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 22, Sekil 7).

Tablo 22. ZFP1 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilagtirma*

ZFP1 Akut Kronik Tyilesen Kontrol
pg/ml& 310,31(97,57) 219,69(83,98) 301,43(154,29) 395,71(408,30)
Akut <0.001 0.714 0.119
Kronik <0.001 0.18 <0.001
Iyilesen 0.714 0.18 0.149
Kontrol 0.119 <0.001 0.149
*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmugtir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.
ZFP-1 (pg/ml)
1000,00
<0.001 <0.001
800,00
*
600,00 *
o
- le]
o
. —_
N
400,00 —
200,00 .
.00 *
AKIUT KROINIK iYiLEI$EN KON'II'ROL
GRUP
Sekil 7. ZFP1 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arast Istatiksel Karsilastirma
4.5. PIAS4

Caligsma gruplarinda PIAS4 seviyelerinin istatiksel olarak anlaml farkli oldugu

tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda PIAS4 seviyesi

iyilesen ve kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptandi, yine kronik hasta

grubunda PIAS4 seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
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diizeyde diisiik bulundu. Akut hasta grubunda PIAS4 seviyesi kronik hasta grubuna

gore yiiksek olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplari arasinda istatiksel olarak

anlaml fark saptanmadi. (Tablo 23, Sekil 8).

Tablo 23. PIAS Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilagtirma*

PIAS Akut Kronik lyilesen Kontrol
pg/ml® 759 (2,92) 6,87 (2,47) 9,98 (1,65) 10,66 (8392)
Akut 0.189 0.004 <0.001
Kronik 0.189 <0.001 <0.001
Tyilesen 0.004 <0.001 0.303
Kontrol <0.001 <0.001 0.303

*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmustir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.

PIAS4 (pg/ml)
30,00
<0.001 T
25.007 0.004
<0.001 .\
20,007
) I
b4 o
2 1500 <0.001
o
C
10,00 E
@]
5,00
o
,00 (e
T T —T T
AKUT KRONIK IYILESEN KONTROL
GRUP
Sekil 8. PIAS Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilastirma
4.6. PPP2R4

Caligma gruplarinda PPP2R4 seviyelerinin istatiksel olarak anlamli farkli oldugu

tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda PPP2R4 seviyesi iyilesen ve kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanirken, yine kronik hasta
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grubunda PPP2R4 seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu. Akut hasta grubunda PPP2R4 seviyesi kronik hasta grubuna

gore yiiksek olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplari arasinda istatiksel olarak

anlaml fark olmadig1 saptandi (Tablo 24, Sekil 9).

Tablo 24. PPP2R4 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilagtirma*

PPP2R4 Akut Kronik Tyilesen Kontrol
ng/L% 42,85 (16,72) 43,50 (18,65) 3,78 (2,78) 7,52 (2,77)
Akut 0.656 <0.001 <0.001
Kronik 0.656 <0.001 <0.001
Iyilesen <0.001 <0.001 0.319
Kontrol <0.001 <0.001 0.319

*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmugtir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.
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Sekil 9. PPP2R4 Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilastirma

4.7. WDR33

Gruplarda WDR33 seviyeleri arasinda istatiksel anlamli fark olmadigi saptandi

(p=0.115). Bu nedenle post-Hoc testler yapilmadi. Gruplara gére WDR33 seviyeleri
Tablo 25 ve Sekil 10’da verilmistir.
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Tablo 25. WDR33 Protein Diizeyleri*

WDR33 | Akut Kronik Iyilesen Kontrol
pg/ml® | 3,25(0,81) 3,13 (0,60) | 2,26 (1,09) | 2,89 (3,67)
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.
WDR33 (pg/ml)
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*
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Sekil 10. WDR33 Protein Diizeyleri

4.8.1DO

Calisma gruplarinda IDO seviyelerinin istatiksel olarak anlamli farkli oldugu
tespit edildi (p<0.001). Akut hasta grubunda IDO seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptandi, yine kronik hasta grubunda IDO
seviyesi iyilesen ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu. Akut hasta grubunda IDO seviyesi kronik hasta grubuna gore yiiksek

olmasina ragmen akut ve kronik hasta gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark

olmadig: saptandi (Tablo 26, Sekil 11).
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Tablo 26. IDO Protein Diizeyleri ve Gruplar Arasi Istatiksel Karsilastirma*

IDO Akut Kronik Tyilesen Kontrol
u/L& 6,88 (2,72) 5,87 (2,30) 75,35 (17,11) 79,26 (140,64)
Akut 0.1 <0.001 <0.001
Kronik 0.1 <0.001 <0.001
Iyilesen <0.001 <0.001 0.775
Kontrol <0.001 <0.001 0.775
*Bonferoni diizetmesine gore istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.008 olarak alinmugtir.
&Sonuglar ortanca ve geyrekler arasi olarak verilmistir.
IDO (UIL)
400,00
<0.001
’ <0.001
300,00 [ ]
<0.001
x
8 200,00
<0.001
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00 g =
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Sekil 11. IDO Protein Diizeyleri ve Gruplar Aras Istatiksel Karsilagtirma
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5. TARTISMA ve SONUC

Bruselloz tim diinyada 6zellikle Akdeniz kiyilarinda goriilen zoonotik bir
hastaliktir. Giliniimiizde bruselloz tanisinda klinik bulgularin yaninda en sik olarak
SAT yo6ntemi kullanilmaktadir. Bunun yaninda Brucella’ya karsi olusan IgA, IgM ve
IgG tipi antikorlar, KFT, NAAT ve kiiltiir tan1 amaciyla kullanilmaktadir. Ancak
agliitinasyon testlerinde prezon, postzon ve blokan antikorlar varligi test sonuglarini
degerlendirmekte sorun olusturmaktadir. Yine Brucella’nin yavas ve zor iireyen
bakteri olmasi ve kiiltiirlerin cogu zaman negatif sonuclanmasi tanida gecikmeye veya
tan1 konulmasinda zorluklara yol agmaktadir. Kiiltiirler tanida altin standart olmakla
birlikte; hastaligin ge¢ doneminde ve lokalize hastalikta negatif kalmaktadir.
Sonuglarin ge¢ alinmasi diger bir dezavantajdir. Kiiltiir de iireme ihtimalini arttirmak
icin yapilan kemik iligi aspirasyon islemide son derece invazif bir islem olmasi diger
onemli klinik bir sorundur.

Brucella’ya kars1 immiin yanitta bir¢ok hiicresel eleman ve sitokinler gorev
almaktadir. Bunun yaninda hiicreler arasi iletisim, biiylime, hiicre motilitesi, hiicre
yapisinin olusturulmasi, transkripsiyon, translasyon gibi fonksiyonlar i¢in ¢ok sayida
protein ve protein domainleri gorev almaktadir. Ancak bu yapilarin etkileri
proenflamatuvar veya antienflamatuvar 6zellikte olabilmektedir. Bruselloz sirasinda
gorev yapan proteinler tam olarak tespit edilmis degildir. Bruselloz patogenezini
aciklamak i¢in ¢ok ileri diizeyde arastirmalar gerekmektedir.

Bununla birlikte akut hastalarin bir kismi uygun tedaviye ragmen
kroniklesmektedir. Bugiinkii bilgilerimiz 1s18inda hangi vakalarin kroniklesecegine
dair herhangi bir belirte¢ bulunmamaktadir.

Bu ¢aligma diger tan1 yontemlerinin yaninda taniya yardimci olabilecek ve/veya
kroniklesmeyi Ongodrebilecek bir marker bulabilmek ve Brucella patogenezini
aciklayabilecek yeni markerler tespit edebilmek amaciyla yapilmistir.

ABI3, hiicrelerin motilitesinden ve hiicre iskeletinin diizenlemesinde gorevli

olan Abi ailesine ait bir proteindir (Ichigotani ve ark., 2002). Abi ailesi proteinleri
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Ozellikle hiicrelerin aktin diizenlemesinde rol almaktadir. Aktin ligamentlerinin ve
aktin aglarmin olusumunda WAVE kompleksinin énemli fonksiyonlart vardir (Eden
ve ark., 2002; Innocenti ve ark., 2004). Ayrica bu iki protein hiicrelerin
reorganizasyonunda da gorev yapmaktadirlar (Hossain ve ark.,, 2012). ABI3
fonksiyonlar1 iizerine ¢ok az sayida calisma vardir ve fonksiyonlar1 tam olarak
anlagilamamistir.  ABI-3 en c¢ok epitelyal hiicrelerde, timiiste ve dalaktaki
makrofajlarda eksprese edilmektedir (Hirao ve ark., 2006). ABI-3’iin WAVE dalgasi
yapisina katildigi, hiicre motilitesini bozdugu ve hiicrelerin podosit olusmasini
engelledigi dolayisi ile makrofaj fonksiyonlarin1 bozdugu gosterilmistir (Bae, Sung,
Cho, Kim, ve ark., 2012; Ichigotani ve ark., 2002; Matsuda ve ark., 2008).

ABI3 seviyesinin artmasi enfeksiyonun kolaylasmasi ve patojenin yok
edilememesi sonucuna yol agacaktir. Bizim calismamizda elde ettigimiz veriler bu
Ongoriiyli tamamen destekler niteliktedir. Akut vakalarda ABI3 seviyesi (17,73 ng/L)
kontrol grubu (3,15 ng/L) ve iyilesen hasta grubu (2,81 ng/L) ile kiyaslandiginda
belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Her iki grup arasindaki fark istatiksel olarak
yiiksek oranda anlamli ¢ikmistir (p<0.001). Diger taraftan akut (17,73 ng/L) ve kronik
grup (16,57 ng/L) arasinda istatiksel anlamli fark yok iken, kronik grup ile kontrol
(p<0.001) ve kronik grup ile iyilesen grup (p<0.001) ile karsilagtirmasinda ABI3
seviyesi istatiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 19).
Bu sonuglar Brucella patogenezinde ABI3’in gorev aldigini akut enfeksiyon
sonrasinda ABI3 seviyesinin yliksek olmasinin kroniklesmeyi 6n gormek icin bir
parametre olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica iyilesen hasta grubunda
akut hasta grubuna gére ABI3 seviyesindeki belirgin diistiklik ABI3 seviyesinin
tedaviye yanit1 degerlendirmek i¢inde kullanilabilecegini gostermektedir.

CLEC lektin olarak bilinen karbonhidrat baglayan protein domainlerinden
biridir. (Zelensky, & Gready, 2005). C tip lektin domaini iceren proteinlerin hiicre
adezyonu, patojenlere immiin yanit ve apoptoz gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir
(Cambi, & Figdor, 2009; Drickamer, 1999). C tip lektinlerin immiin agir1 uyarilmanin
kontrol altina alinmasinda énemli fonksiyonlar1 vardir. CLEC12B SHP-1 ve SHP-2
fosfatazlar iizerinden NK hiicrelerinde reseptor aracili sinyalleri inhibe ederler.

CLECI2B T hiicre, DH veya NK hiicreler {izerinde ekspresyonu gosterilememekle
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birlikte makrofajlar, myeloid hiicreler dahil olmak iizere tiim hiicrelerde ekspresyonu
oldugu gosterilmistir (Hoffmann ve ark., 2007).

CLECI12B asir1 immiin reaksiyonun engellenmesinde kontrol noktalarindan biri
gibi hareket etmektedir (Hoffmann ve ark., 2007). CLEC12B ile bruselloz
immiinolojisi arasindaki iliski bugiine kadar hi¢ ¢alisilmamistir. Ancak Brucella’nin
immiin gézetimden kagmak i¢in kullanacagi yollardan biri olabilir. Boyle bir durumda
CLECI2B seviyesinin bruselloz hastalarinda artmis olmasi beklenir. Bizim
calismamizda elde ettigimiz veriler bu hipotezimizi destekler niteliktedir. Akut
(449,26 ng/L) ve kronik (486 ng/L) brusellozlu hastalarda iyilesen (17,8 ng/L) ve
kontrol (23,31 ng/L) grubu hastalarina gore ¢ok belirgin yiikseklik bulunmustur (Tablo
20). Brucella immiin gézetimden kagarken i¢inde yasadigi hiicrenin de hayatta kalmasi
yasamsal fonksiyonlar1 i¢in son derece 6nemlidir. Yani yagamini devam ettirecek
diizeyde immiin siipresyon yaparken konake¢i hiicrenin de hayatta kalmasini
saglamaktadir. Akut ve kronik hastalardaki yiiksek diizeydeki CLEC12B Brucella’nin
yasam dengesini saglama gayreti olarak agiklanabilir. Akut ile kontrol grubu, akut ile
tyilesen grup, kronik ile kontrol grubu ve kronik ile iyilesen gruplar arasindaki fark
¢ok belirgindi ve istatiksel olarak yiiksek diizeyde anlamliydi. Tiim bu veriler yiiksek
CLEC12B’nin akut hastalik tanisinda, azalan seviyelerinin tedaviye yaniti
degerlendirmede ve takip eden titrelerde yiiksek seviyelerinin kroniklesmeye gidisi 6n
gormede kullanigh bir marker olabilecegini gostermektedir. Ayrica heniiz tam olarak
anlasilamayan Brucella’nin immiin sistemden kagis mekanizmalarini anlamamizda bir
ipucu da verebilir.

DDIT4L hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, motilitesi, hiicrenin yasam dongiisii,
protein sentezi, otofaji gibi hiicresel olaylarda goérev almaktadir. Transkripsiyon
diizenleyen serine/threonine protein kinase gibi fonksiyon géren mTOR’u negatif
diizenlemek suretiyle fonksiyon gormektedir (Shoshani ve ark., 2002; Sofer ve ark.,
2005). mTOR T hiicre farklilagmasinda, B hiicrelerinin gelisimi ve farklilagsmasinda,
notrofil, mast hiicresi ve DH migrasyonu ve bu hiicrelerin sitokin {iretimi igin
gereklidir (Eiden ve ark., 2016). mTOR’un  DDIT4L tarafindan negatif regiile
edilmesi tiim bakteriyel enfeksiyonlarda oldugu gibi bruselloza yatkinlig: arttiracaktir.
Bizim ¢alismamizda akut (4,72 pg/ml) ile kronik (4,67 pg/ml) hasta gruplar1 (p=0.671)
ve iyilesen (5,98 pg/ml) ile kontrol ( 5,87 pg/ml) gruplart (p=0.697 pg/ml) arasinda
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istatiksel olarak anlamli fark yoktu. Ancak akut ile kontrol (p=0.001), akut ile iyilesen
(p<0.001), kronik ile kontrol (p=0.001), kronik ile iyilesen (p<0.001) hasta gruplari
arasinda yiiksek diizeyde istatiksel olarak anlamli fark vardi (Tablo 21). DDIT4L nin
yiiksek seviyeleri mTOR yanitini1 negatif yonde etkileyerek immiin siipresyon yapmasi
enfeksiyonlara yatkinligi arttiracagi gibi diisiik seviyeleri halen enflatuvar siirecin
devam etttigi dolayis1 ile enfeksiyonun persiste etttigi seklinde yorumlanabilir.
Calismamizda DDIT4L seviyeleri hasta gruplarinda saglikli gruba kiyasla olduk¢a
disiik diizeydeydi. DDIT4L disiik seviyelerinin akut hastalik tanisinda, artan
tirelerinin tedavityi yaniti degerlendirmede, takip eden titrelerde devam eden diisiik
seviyelerinin kroniklesmeyi Ongormede bir marker olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

ZFP’ler en biiyiik DNA baglayici1 protein ailesidir ve ¢ok genis molekiiler
fonksiyonlar1 vardir (Cassandri ve ark., 2017). ZFP’ler histidin, sistein ve ¢inko iyon
kombinasyonlarina gore en az dokuz grupta kategorize edilmektedir (Li & Liu, 2020).
Cok cesitli hiicresel fonksiyonlari olan bu proteinler baslica gen transkripsiyonu,
mRNA trafigi, hiicre yapisi, epitelyal gelisim, hiicre adezyonu, protein katlanmasi,
kromatin yeniden yapilanmasinda gérev almaktadirlar (Laity ve ark., 2001).

ZFP1 ¢ok sayidaki farkli ZFP proteinlerinden biridir. Ancak immiin sistem
tizerindeki net etki bilinmemektedir. DNA, RNA, farkli proteinler ve lipitlere
baglanmas1 nedeniyle hem enflamatuvar hem de antienflamatuvar etkinlige ayni anda
sahip olmas1 muhtemeldir. Ayn1 zamanda brusellozun immiin sistemin kendi yasam
fonksiyonlarima gore diizenlemesi nedeniyle bu proteinlerin seviyeleri hakkinda
yorum yapmak daha da zor bir hal almaktadir. Bizim c¢alismamizda kronik hasta
grubunun ZFP1 seviyesi (219,69 pg/ml) kontrol (395,71 pg/ml) ve akut hasta (310,31
pg/ml) grubuna gore 6nemli derecede disiiktii (p<0.001) (Tablo 22). Ancak sonuglar
dikkatlice incelendiginde ZFP1 seviyesinin akut hastalik, iyilesen ve kronik hastaliga
dogru ilerledikce azaldigr goriilmektedir. Bu sonuglar brusellozun immiin sistemden
gizlenme stratejisi ve kroniklesme siirecinde ZFP1 diizeyini azaltmak suretiyle etki
edebilecegini gdstermektedir. Tiim bu veriler ile ZFP1 akut hastalikta tedaviye yaniti
izlemek i¢in uygun bir marker olmamakla birlikte takip eden titrelerde ZFP1
seviyesindeki azalma kroniklesmeyi ongérmede kullanilabilir. Eger bu ¢alismada

yeterli sayida subakut vaka calismaya dahil edilebilseydi bu hipotezimizin
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ispatlanmasi miimkiin olabilirdi. Bu nedenle bruselloz patogenezinde, tedaviye
yanitlarin degerlendirmesinde ve kroniklesmeyi ongoérmede ZFP1 fonksiyonlarimi
degerlendirmek icin; subakut vakalarin da dahil edildigi prospektif ve daha biiyiik
gruplarda yapilacak ¢alismalar yol gdsterici olacaktir.

PIAS proteinleri transkripsiyonda goérevli 60’dan fazla protein ile etkilesime
girmektedir. Bu protein-protein etkilesimi aktivasyon veya inhibisyon seklinde ortaya
¢ikabilmektedir (Conn ve ark., 2016; Rytinki ve ark., 2009; Sharrocks, 2006). STAT-
4, STAT ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir. STAT proteinleri CD4™ T
lenfositlerin Thl doniigiimii, IL-2’ye IFN-y yamitinin olusmasinda son derece
onemlidir. PIAS4, STAT4 ekspresyonunu baskilamak suretiyle immiin siipressif bir
durum olusturmaktadir (Conn ve ark., 2016; Kaplan, 2005; Sharrocks, 2006). Dolayis1
ile kontrol altina alinamayan enfeksiyonlarda seviyesinin yiiksek olmasi mikroplarin
PIAS iizerinden immiin siipresyon yaparak hastaligin ilerlemesine yol acabilecegi,
diisiik seviyelerde kalmasimnin ise enfeksiyon ile miicadelenin dolayisi ile
enflamasyonun halen devam etmekte oldugu seklinde yorumlanabilir. Ancak
Brucella’nin kroniklesmesi i¢in immiin sistemden kagmasi gerekmektedir. Brucella
hiicre i¢i ve hiicre disinda bugiine kadar gosterilen onlarca mekanizma ile yasamak
icin immiin siipressif ortam olusturmaktadir. Ayni sekilde apoptozisi engelleyerek
hem immiin sistemin yikict etkisinden kagmakta hem de yasamas i¢in gerekli olan
hiicrenin 6liimiine de izin vermemektedir. Bizim ¢alismamizda akut (7,59 pg/ml) ve
kronik (6,87 pg/ml) bruselloz gruplari arasinda PIAS4 seviyeleri arasinda istatiksel
olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.189). Ancak akut grup ile kontrol (10,66
pg/ml) (p<0.001), akut grup ile iyilesen (9,98 pg/ml) (p=0.004), kronik ile kontrol
(p<0.001) ve kronik ile iyilesen (p<0.001) gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. Enfeksiyon ile etkin miicadele i¢in Brucella varliginda seviyelerinin
diisiik olmas1 beklenir. Dolayis1 ile PIAS4’{in diisiik seviyelerinin akut donemde tantya
yardimer olarak, titre takiplerindeki diisiikliigiin devam etmesi kroniklesmeyi
ongormede, artan seviyeleri ise tedavi yanitin1 degerlendirmede bir marker olarak

kullanilabilir.

PP2A hiicre biiylimesinde, hiicre boliinmesinde, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz

olmak iizere neredeyse tiim hiicresel yasamsal olaylarda gorev almaktadir. Bu nedenle
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kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve enflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde Onemli bir arastirma konusu haline gelmistir (Clark, &
Ohlmeyer, 2019; Cohen, 1991; Klumpp, & Krieglstein, 2002). Yasamsal hiicre
fonsiyonlarinin yerine getirilmesi i¢in fosforilasyon ve defosforilasyon islemleri denge
halinde yiiriitiilmelidir. Bu da fosfataz ve kinaz enzimleri arasindaki hassas denge ile
saglanmaktadir. PP2A tek bir yap1 olmayip degisik fonksiyonlara sahip ti¢ farkli
yapidan olusan heterotrimerik bir enzimdir. A subuniti iskelet kismini, C subuniti
katalitik kismini olustururken fonksiyonel cesitlilik B subuniti tarafindan
saglanmaktadir (Haesen ve ark., 2014; Lambrecht ve ark., 2013). PP2A basta kinaz
enzimleri olmak {izere bir¢ok enzimi defosforile etmek suretiyle etki gostermektedir.
Bu sayede hiicrelerde ve dokularda olusacak asir1 enflamatuvar yanit
engellenmektedir. PPP2R4, PP2A’nin B subunitlerinden biridir ve PP2A’nin
fonksiyonel ¢esitliligini arttirdigi diisiiniilmektedir. Ancak PPP2R4’iin fonksiyonlari
tam olarak anlagilamamistir ve literatiirde yeterli veri bulunmamaktadir.

Calismamizda akut (42,85 ng/L) ile kronik (43,50 ng/L) gruplar arasinda ve
iyilesmis (3,78 ng/L) ile kontrol (7,52 ng/L) gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlaml
fark yoktu. Akut ile kontrol gruplar1 (p<0.001), akut ile iyilesmis gruplar (p<0.001),
kronik ile iyilesmis gruplar (p<0.001) ve kronik ile kontrol gruplar1 (p<0.001)
arasinda yiiksek istatiksel anlamli sonuglar elde edildi (Tablo 24). PPP2R4’{in yiiksek
seviyeleri akut hastalik tanisinda, azalan seviyeleri tedaviyi yanit1 degerlendirmede,
takip eden titrelerde yiiksek seviyeleri kroniklesmeyi dngérmede bir marker olarak
kullanilabilir. Ayrica immiin siipressif etkisi olan PPP2R4’{in hastalik durumunda
seviyelerinin yiiksek devam etmesi Brucella’nin immiin yanittan kagmak icin bu
proteini kullanmis olabilecegini diislindiirmektedir.

WDR33 fonksiyonlar1 hakkinda literatiirde yeterli bilgi olmamakla birlikte,
sinyal transdiiksiyonu, hiicre iskeletinin yeniden yapilandirilmasi, apoptoz, hiicre ici
vezikiil trafigi ve hiicre boliinmesi gibi bircok hiicresel olayda gorev aldig
bilinmektedir (Silva ve ark., 2005). WDR33 knockout farelerde fertilite ve immiin
yanit bozukluklar1 oldugu gosterilmistir (Ito ve ark., 2001). Bizim ¢alismamizda akut
(3,25 pg/ml) ve kronik hasta (3,13 pg/ml) gruplari ile iyilesen (2,26 pg/ml) ve kontrol
(2,89 pg/ml) gruplarn arasinda WDR33 seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli
fark yoktu (p=0.115) (Tablo 25). Ancak beklendigi gibi hastalik durumunda WDR33
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seviyesi saglikli kontrollere gore yiiksek seviyedeydi. Anlamli farkin olugmamast
caligma grubunun sayisal eksikliginden kaynaklanacagi gibi Brucella’nin immiin
sistemden kacacak sekilde immiin sistemi diizenlemesi sebebiyle de olmus olabilir.
Ancak mevcut sonuglar ile WDR33 akut hastalik tanisinda, tedaviye yaniti
degerlendirmede ve kroniklesmeyi ongdérmede iyi bir marker olarak kullanilmasi
miimkiin goriilmemektedir. Ancak bizim ¢alismamiz bu konuda ilk ¢alismadir ve
WDR33’lin bruselloz tanisinda, tedavi izleminde ve kroniklesmeyi Ongdérmedeki
rolleri daha biiyiik prospektif calismalar ile yeniden test edilmelidir.

IDO, ince bagirsak, akciger, kadin genital sistemi ve plasenta gibi birgok
dokudan ve hiicreden fizyolojik olarak salinmaktadir. Triptofan patojenlerin yasamasi
i¢in esansiyel oldugu i¢in IDO enzim aktivitesi patojenleri harap eder (Adams ve ark.,
2004; MacKenzie ve ark., 1998; Obojes ve ark., 2005). IDO ekspresyonu IFN-y
tarafindan indiiklenmektedir. IDO, T hiicre fonksiyonlarini sinirlayarak ve immiin
tolerans mekanizmalarini  kullanarak  immiinsiipressif etki  gdstermektedir.
Enflamasyona yanit olarak immiin regiilator hiicrelerden ve alternatif yoldan aktive
olan makrofajlardan iretilmektedir (Moon ve ark., 2015; Munn, & Mellor, 2013).
IDO’nun T ve NK hiicrelerini baskiladigi, Treg ve miyeloid kokenli siipressor hiicre
tiretimini arttirdig1 ve anjiyogenezisi destekledigi bilinmektedir (Prendergast ve ark.,
2014). Calismamizda akut (6,88 U/L) ile kronik (5,87 U/L) gruplar, iyilesen (75,35
U/L) ile kontrol (79,26 U/L) gruplarinin ikili karsilastirmasinda anlamli fark yoktu.
Hasta gruplari ile iyilesen ve saglikli kontrol gruplari arasinda ileri diizeyde anlamli
farklilik vardr (p<0.001) (Tablo 26). IDO aktivitesi arttiginda beklenen net sonug
immiinsiipresyon durumudur. Calismamizda hasta gruplarinda IDO seviyeleri diisiik
iken iyilesen ve kontrol gruplarinda ise yliksekti. Bu durum enflamatuvar siirecin halen
devam ettigi dolayisi ile enfeksiyon siirecinin halen devam ettigi seklinde de
yorumlanabilir. Diisiik IDO seviyelerinin akut hastalik tamist koymada, artan
seviyelerinin tedaviye yanit1 degerlendirmede, takip eden titrelerde diisiik seviyede
kalmasmin  kroniklesmeyi  6ngérmede marker olarak  kullanilabilecegini
distindiirmektedir. Ancak mevcut veriler ile Brucella’nin immiin sistemden kagmak
i¢in IDO’yu kullandi1gim séylemek miimkiin gériinmemektedir.

Calismamizda genel olarak bruselloz tani, tedavi, izlem ve kroniklesmeyi 6n

goren anlamli sonuclar elde edilmis olmakla birlikte akut, subakut, iyilesen ve
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kroniklesen hastalar ayni hastalardan olusturulamadi. Hasta gruplari ayni hasta
gruplart iizerinden c¢alisilmasi protein seviyelerinin izleminde ve degisiminde daha
saglikli veriler alinmasini saglayabilirdi. Diger taraftan subakut vaka sayimiz (4 hasta)
cok az oldugu icin istatiksel incelemeye dahil edilemedi. Yeterli sayida subakut vaka
calismaya dahil edilebilseydi, akut ve kronik hastalardan elde edilen protein
seviyelerindeki degisim daha net bir sekilde ortaya konabilirdi.

Bruselloz Tiirkiye’nin dahil oldugu bazi bolgelerde halen endemik bir
hastaliktir. Hastalik tanisinda kiiltiir altin standart kabul edilmektedir. Ancak kiiltiirler
hastaligin erken doneminde pozitif olup hastaligin ge¢ doneminde ¢cogunlukla negatif
kalmaktadir. Bruselloz tanisinda en yaygin olarak SAT kullanilmaktadir. Ancak bu
testin prezon, postzon, blokan antikorlar gibi ¢ok sayida dezavantaji vardir. Tanida
kullanilan ELISA, NAAT, KFT gibi testlerde yalanci negatiflik ve yalanci pozitiflikler
goriilmektedir. Brusellozun ¢ogunlukla geri kalmis iilkelerde ve 6zellikle kirsal alanda
stk goriilmesine ragmen bu testler ¢ogunlukla ileri laboratuvar yontemlerini
gerektirmektedir. Halen yliksek duyarlilik ve 6zgiilliigli olan, ileri laboratuvar
imkanlar1 gerektirmeyen, ucuz, giivenilir ve standart bir tan1 yontemi yoktur. Ayrica
mevcut tant yontemlerinin tedavi izlemi ve kroniklesmeyi dngérmede yetersizdirler.
ABI3, CLEC12B ve PPP2R4’nin artan seviyeleri akut hastalik tanisinda, azalan
seviyeleri tedavi yanitinin degerlendirilmesinde, DDIT4L, PIAS4 ve IDO’nun azalan
seviyeleri ~akut hastalik tanisinda, artan seviyeleri tedavi  yanitinin
degerlendirilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ayrica takip eden titrelerde
ABI3, CLECI2B, PIAS4, PPP2R4 ve IDO’nun seviyelerinin ayni diizeyde kalmasi
kroniklesmeyi 6n gérmede bir belirteg olarak kullanilabilir. Ayrica elde edilen sonuglar
Brucella gizlilik stratejisinin anlasilmasinda yeni ipuglart vermektedir. Ancak
bruselloz patogenezinin agiklanmasi, tani, tedavi ve kroniklesmeyi éngérmede bu
proteinlerin rutin kullanimi i¢in ¢ok daha biiyiik hasta gruplarinda prospektif kontrollii

calismalara ihtiya¢ vardir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrad derece

Ab: Antikor

ABI3: Human ABI Gene Family Member 3

Ag: Antijen

AP-1: Aktive edici protein-1

ASH: Antijen sunan hiicre

ATF-6: Aktive transkripsiyon faktorii-6

BCV: Brucella i¢eren vakuol

BOS: Beyin omurilik s1visi

BvrR/BvrS: Brucella viriilans iliskili regiilator/sensor protein
CD: Farklilasma kiimesi

CDC: Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi

CFT: Kompleman Fiksasyon Testi

CLEC12B: Human C-Type Lectin Domain Family 12, Member B
CPSF: Boliinme ve poliadenilasyon spesifik faktor
DAMPs: Patojen ile iliskili molekiiler paternler
DDIT4L: Human DNA Damage Inducible Transcript 4 Like
DH: Dendritik hiicre

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzim bagli immiinosorbent deneyi

ER: Endoplazmik retikulum

PI3K: Fosfotidilinozitol 3-kinaz

GTPaz: Guanozintrifosfataz

GIS: Gastrointestinal Sistem

HKBA: Isitma ile 6ldiiriilmiis brusella hiicreleri

HRP: Horse radish peroxidase

IDO: Human indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase
IFN: Interferon

IRF: interferon regiilator faktor

Ig: immiinglobulin

IL: interlokin

ILC: Dogal lenfoid hiicre

IRF: Interferon diizenleyici faktor

IRE1a: Inositol-requiring enzyme 1 o

ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
KFT: Kompleman Fiksasyon Testi

KKPY: Konak katlanmamis protein yaniti

LAMP-1: Lysosome-associated membrane protein-1
LEMB: lizozom eslik¢i membran protein-1

LFA: Lateral flow assay
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LPS: Lipopolisakkarit

2-ME: 2-Mercapto Ethanol’lii Agliitinasyon Testi
MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz

Mbp: Mega base pair

MHC: Major doku uyumluluk kompleksi

mL: Mililitre

MALDI-TOF: The matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass
spectrometry

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MTOR: The Mammalian Target of Rapamycin
MyD88: Myeloid farklilagsma birincil yanit1 88
NAATS: Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri
NF-kB: Niikleer faktor kappa B

ng/L: Nanogram/litre

NK: Dogal 6ldiiriicii hiicre

NKT: Dogal dldiiriicti T hiicre

NLR: NOD benzeri reseptorler

nm: nanometre

UPR: Unfolded Protein Response

NLR: NOD benzeri reseptorler

PAMPs: Patojen iliskili molekiiler paternler
PAR: poly-ADP-ribose

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PERK: Protein kinase RNA-like ER kinase
PIAS: Protein inhibitor of activated STAT4
pg/mL: Pikogram/ mililitre

PKMH: Periferik kan mononiikleer hiicre

PIP3: Phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate
PIPK: Fosfotidilinozitol 3-kinaz

PrpA: Proline racemase protein A

PP2A: Protein fosfataz-2A

PPP2R4: Human Protein Phosphatase 2A Activator Regulatory Subunit 4
PRR: Patern taniyici reseptor

RBT: Rose Bengal Testi

REDD1: Regulated in development and DNA damage response 1
RNA: Riboniikleik asit

RPM: Her dakikadaki devir

SR: Scavenger receptors

SAT: Standart Tiip Agliitinasyon Testi

SH-3: Src homology 3

STAT: Signal transducer and activator of transcription
STL.: Sitotoksik T lenfosit

SUMO: Small ubuquitin-like modifier

T4SS: Tip Dort Sekresyon Sistemi

Teff: T efektor hiicre

TGF-p: Transforme edici biiyiime faktorii-beta
Th: T helper (yardimci)

TLRs: Toll-benzeri reseptorler
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TIR: Toll/IL-1 receptor

TIRAP: Toll/IL-1 receptor - domain containing adaptor
TMP-SMX: Trimetoprim Siilfametoksazol

TNF: Timor nekroz faktor

Treg: T regiilator hiicre

U/L: Unite/litre

ULK1: Unc-51-like kinase 1

XBP1: X box binding protein |

vjbR: The LuxR-like transcriptional regulator
WDR33: Human WD repeat-containing protein 33
ZFP: Zinc finger proteins

ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre
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