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OZET

Akut Brusellozda Baz1 inflamazom Genlerinin ifade Edilme Diizeyinin

Arastirllmasi

Amag: Bruselloz, evcil ve yabani hayvanlarda Brucella cinsi bakteriler
tarafindan olusturulan zoonotik bir hastaliktir. Akut brusellozda dogal immiin yanitin
etkin bir sekilde aktive olmasiyla ilgili bilinenler ¢ok azdir. Projemizde bu soruya yanit
bulabilmek amaciyla dogal immiin yanitin diizenlenmesinde rolii olan inflamazomlarin
akut bruselloz sirasinda ifade edilme diizeyleri arastirilmistir.

Materyal ve metot: Bu ¢alisma yaslari 18-65 yas araliginda degisen, herhangi
bir alt hastaligi olmayan goniillii 19 akut bruselloz hastasi ile 19 saghkli bireyde
gerceklestirilmigtir. Periferal kandan izole edilen RNA kullanilarak cDNA sentezlendi
ve ardindan ger¢ek zamanli PZR ile AIM2, NLRP3, NLRC4 ve CASPASE-1 genlerinin
ifade diizeyleri 6l¢tilmiistir.

Bulgular: Akut bruselloz hastalarinda AIM2 ve NLRC4 inflamazom genlerinin
ifadeleri anlamli bir sekilde artarken (p<0,05); NLRP3 ve CASPASE-1 gen ifadelerinde
ise hasta ve saglikli bireyler arasinda istatistiksel anlamda bir fark gézlenmemistir
(p>0,05).

Sonu¢: Akut bruselloz hastalarinda dogal immiin yanit gelisiminde rol alan
AIM2 ve NLRC4 genlerinin ifadesinde artis saptanmistir. NLRP3 ve piroptozisten
sorumlu CASPASE-1 gen ifadeleri akut bruselloz sirasinda anlamli bir degisiklik
gostermemektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut bruselloz, AIM2, dogal immiin yanit, CASPASE-1,
NLRC4, NLRP3
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ABSTRACT

Investigation of Expression Level of some inflammasome Genes in Acute

Brucellosis

Aim: Brucellosis is a zoonotic disease caused by Brucella in domestic and wild
animals. The innate immune responses associated with acute brucellosis effectively be
activated is very little known. Our research has examined the level of expression during
the acute brucellosis of inflammasome role in regulating natural immune response in
order to find the answer to this question.

Material and Method: In this study, the age range of 18-65 years of age, was
conducted in 19 healthy volunteers and 19 volunteers acute brucellosis without any
disease patients. cDNA is synthesized using RNA isolated from peripheral blood and
then expression levels of AIM2, NLRP3, NLRC4 ve CASPASE-1 gene was measured.

Results: In patients with acute brucellosis, NLRC4 and AIM2 inflammasome of
gene expression significantly increased (p<0.05); NLRP3 and CASPASE-1 gene
expression in patients and in healthy subjects, there was no statistically significant
difference (p> 0.05).

Conclusion: AIM2 and NLRC4 inflammasome of gene expression that involved
in the innate immune response development significantly increased in patients with
acute brucellosis. NLRP3 and pyroptosis responsible CASPASE-1 gene expression does
not change during acute brucellosis.

Key Words: Acute brucellosis, AIM2, CASPASE-1, innate immune response,
NLRC4, NLRP3
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Bruselloz, evcil ve yabani hayvanlarda Brucella cinsi bakteriler tarafindan
olusturulan zoonotik bir hastaliktir. Brucella cinsi bakteriler genellikle sigir, koyun,
keci, domuz, kopek gibi hayvanlarin Ozellikle testis, meme, uterus gibi genital
organlarma yerleserek enfeksiyon olustururlar. Olusan bu enfeksiyon sonucu
hayvanlarda yavru atma, kisirlik ve siit veriminin azalmasi gibi patolojik durumlar
ortaya ¢ikmaktadir (1).

Hastalik insanlara pastorize edilmemis siit triinleri, enfekte hayvanlarla direkt
temas veya enfekte aerosolleri soluma yoluyla bulagsmaktadir. Bruselloz klinik olarak
akut, subakut, kronik ve relaps olmak tizere dort farkli sekilde seyir gosterebilir.
Hastaligin morbiditesi oldukga yiiksek olup bu durum hayvanlarda énemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir (2).

Brucella tiirleri makrofajlar igerisinde yasayan fakiiltatif hiicre i¢i bakterilerdir.
Bu bakteriler Retikiiloendotelial sistem hiicrelerini enfekte ederler ve replikasyonlari
endoplazmik retikulumda gergeklesir. Brucella tiirleri hem fagositik hem de fagositik
olmayan hiicreleri enfekte etmektedir. Brucella pek ¢ok 6zelligi ile diger bakterilerden
farklilik gdstermektedir. Oncelikle ekzotoksin veya endotoksin gibi klasik virulans
faktorleri  yoktur ve lipopolisakkaritlerinin patojenitesi farklidir. Diger yandan
notrofiller tarafindan oldiiriilmeye direnglidir ve programlanmis hiicre 6liimiinii inhibe
ederek makrofajlar ve fagositler i¢erisinde replike olurlar (3).

Immiin yanit dogal ve kazanilmis immiin yanit olmak iizere iki tiptir ve her iki
immiin yanitta birbiri ile baglantilidir. Dogal immiin yanitin yeterli diizeyde aktive
olamamasi, kazanilmig immiin yanitin bir pargasi olan hiicresel immiin yanitin da yeterli
diizeyde gelisememesine neden olmaktadir. Buna gore; bruselloz esnasinda yetersiz
dogal immiin yanit gelisimi hiicresel immiin yanitin siddetini de etkileyebilir (4). Dogal
immiin yanitin etkin diizeyde aktivasyonunda inflamazomlar énemli rol oynamaktadir.
Inflamazomlar, pro-inflamatuvar sitokinler olan interlokin-1f (IL-1B) ve interlkin-
18’in (IL-18) iiretimini uyarabildigi gibi CASPASE-1 aktivasyonuna bagli olarak
piroptozis hiicre 6limiine neden olabilen ¢ok sayida protein yapidaki molekiillerdir (4).
CASPASE-1 aktivasyonu sonrasi piroptozise neden olan inflamazomlar Apoptosis-

associated Speck-like Protein Containing a Caspase Recruitment Domain (ASC)



proteini iceren NOD-like receptor family, Caspase Recruitment Domain-Containing 4
(NLRC4), Absent in melanoma (AIM2) ve NOD-like receptor family pyrin domain
containing 3 (NLRP3) inflamazomlaridir. Bu inflamazomlarin fonksiyonu ile gelisen
CASPASE-1 aktivasyonu piroptozise neden olarak bakteri kaynakli enfeksiyonda
immiin yanitin gelisimini engelleyebildigi gibi ayn1 zamanda inflamasyonun
diizenlenmesine de neden olmaktadir (4-6).

Bruselloz antibiyotik tedavisi sonrasi iyilesme gosteren bir hastalik olmasina
karsin; tedavi sonrasi hastalarin bir kisminda enfeksiyon tekrar gelisebilmektedir. Bu
noktada akut bruselloz esnasinda dogal immiin yanitin etkin diizeyde aktive olup
olmadig1 merak konusudur. Arastirmamiz bu soruya yanit bulabilmeyi amaglanmistir ve
inflamatuvar immiin yanitin asagi yonde diizenlenmesinde rolii olan inflamazomlarin
akut bruselloz sirasinda ifade edilme diizeyleri arastirilmistir. Bu amagla NLRC4, AIM2
ve NLRP3 genleri ve piroptozis olusumuna yon veren CASPASE-1 ifade edilme

diizeyleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Brusellozis Brucella cinsi bakteriler tarafindan olusturulan ve temel olarak
hayvanlarda goriilen bir hastaliktir. Bruselloz, hasta hayvanlardan elde edilen enfekte
olmus et, siit, ve siit iirlinlerinin tiiketilmesiyle ya da hayvanin idrar, viicut sivilar1 ve
gebelik materyali araciligiyla insanlara bulasan bir hastaliktir. Bruselloz ke¢i, koyun,
sigir, manda ve domuz gibi ekonomik degeri olan hayvanlarin 6liimlerine, siit ve et
veriminin diismesine neden olmasinin yani sira uzun siiren tedavi siirecinden dolayi is
giicii kaybina da neden olmaktadir (7). Bu nedenle Brucella ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Ayrica bu oOzelliklerinden dolayr Brucella biyo terérizm ajani
olarakta kabul edilmistir (8, 9).

Brusellozis; Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilati, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) ve Uluslararas1 Salgm Hastaliklar Ofisi tarafindan diinyada en yaygin zoonotik
hastalik olarak kabul edilmistir (10).

DSO verilerine gore; diinyada her yil 500.000 yeni olgu saptanmaktadir. Orta
Dogu, Asya’nin batisi, Akdeniz {iilkeleri, Afrika ve Latin Amerika’nin bir boliimiinde
endemik seyir gostermektedir. Tiirkiye’de bu endemik bolgelerin i¢inde yer almaktadir.
Norveg, Belgika, Hollanda, Finlandiya, Yeni Zelanda, Kanada, ingiltere ve Avustralya
gibi bazi iilkelerde hastalik eradike edilmistir (11).

2.1.Tarihce

Volkanik patlamalar sonucu harap olan eski bir Roma sehrinin kalintilarinda
bulunan bir erigkin iskeletinde; brusellozun tipik kemik lezyonlarina raslanmistir.
Ayrica bulunan karbonize peynirlerin elektron mikroskopuyla yapilan analizlerinde
Brucella spp’ye morfolojik olarak benzeyen kok benzeri formlarin varhigi tespit
edilmistir (12).

Bruselloza benzeyen klinik vakalar ilk olarak M.O. 450 yillarinda Hipokrat
tarafindan tanimlanmistir ve humma olarak adlandirilmistir. Ancak Brusellozun ilk
tanimi 1860 yilinda bir cerrah olan Marston tarafindan yapilmstir (13).

Bruselloz etkeni ilk kez 1887 yilinda Sir David Bruce tarafindan izole edilmistir
ve Micrococcus melitensis olarak adlandirmistir (13). Danimarkali veteriner Bang, 1895

yilinda sigirlardan diisiik etkeni olarak Bacillus abortus’u izole etmistir. 1905 yilinda
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Maltali bir doktor olan Zammit, hastaligin rezervuarinin kegiler oldugunu ve hastaligin
insanlara taze kegi siitiinden bulagtigini belirtmistir (14).

1918 yilinda Amerikal1 bir bakteriyolog olan Alice Evans, Malta Atesi ve Bang
hastaliginin etkenlerinin birbiriyle yiiksek derecede benzer oldugunu gostermistir. Kisa
bir siire sonra bu iki tliriin morfolojik, kiiltiir ve biyokimyasal 6zellikleri kiyaslanarak
yapilan incelemelerinde bunlarin ayni cins i¢inde olduklar1 belirtilmis ve Sir David
Bruce’un anisina Brucella cinsi olarak adlandirilmistir (1).

1914’de Traum; domuz diisik materyalinde B.suis’i, 1966’da Carmichael
kopeklerden B.canis’i izole etmislerdir (14). B.ovis 1953°de koyunlardan, B. neotomae
ise 1957°de sigcanlardan izole edilmistir ve giiniimiize kadar bu iki tiirin insanlarda
hastalik yaptigi gosterilememistir (13). 1994’te deniz memelilerinden Brucella maris
olarak adlandirilan bir tiir izole edilmistir (14).

Brusellozun tarihsel isimleri, “Ondiilan ates”, “Bang hastalig1”, “Gibralter
hastalig1”, “Akdeniz atesi” ve “Malta atesi” olarak da bilinmektedir (10).

Ulkemizde ise, B.melitensis ilk defa 1915 yilinda Kuleli hastanesinde bir askerde
tespit edilmistir (15). Hastalik ilk olarak Malta adasinda saptandigindan ‘“Malta
Hummas1” veya “Akdeniz Hummasi” olarak isimlendirilmistir. Hastaliga, klinik
goriiniimiindeki yiikselip alcalan ates nedeni ile “dalgali humma” denmistir. Ulkemizde
bu hastalik; B.melitensis’in koyunlardan insanlara bulagmasi nedeniyle “koyun
hastalig1”, hastaligin hayvanlardan insanlara bulagsmasi nedeniyle de “mal hastalig1” gibi

isimlerle de anilmaktadir (16).

2.2. Bakteriyolojik Ozellikler

Brucella bakterisi a2-Proteobacteriacea ailesinin bir tyesidir (17). Brucella
tirleri zorunlu aerop bakteriler olup oksidatif tipte metabolizmaya sahiptir (18).
Brucella tiirleri arasinda %94’ten fazla benzerlik goriilmesine ragmen farkli konaklar
tercih etmektedirler (19).

Brucella bakterisinin yedi tiirii bulunmaktadir. Bunlar; B.melitensis, B.abortus,
B.suis, B.canis, B.ovis ve B.neotomae ve B. maris tir. Bunlardan B.melitensis, B.suis ve

B.abortus insanlar i¢in patojen olan tiirlerdir (20).



2.2.1. Morfolojik Ozellikleri

Brucella bakterileri gram negatif boyanan, kokoid, hareketsiz, sporsuz, ¢omak
seklinde bakterilerdir. Kapsiillii olan baz1 suslar1 bulunmaktadir (21). Brucella’lar; 0,5
0,7um eninde, 0,6—1,5um boyunda hareketsiz, sporsuz kokobasillerdir. Kenarlar1 hafif
konveks ve uglart yuvarlaktir. Tek, cift, kisa zincir veya kiiciik kiimeler halinde

goriiltrler (22).

2.2.2. Antijenik Yapilar

Brucella  cinsi  mikroorganizmalarin  antijenik  yapilarina,  virulans
mekanizmalarma ve koruyucu bagisikliktaki rollerine iligkin son 50 yilda ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. Diger bircok gram negatif bakterinin aksine Brucella spp.’nin
hiicre duvarinda pilus, fimbria ve kapsiil gibi kompleks yapilar bulunmaz. Ancak konak
hiicreyi enfekte etmeden once dis ylizeyinde gegici flajellin yapisi bulundurur (23). Dis
membran, virulans faktorler olarak tanimlanan lipopolisakkarit (LPS) ve dis membran
proteinlerini (OMP) icermektedir (24).

“Smooth” Brucella LPS (S-LPS) yapisi, Enterobacteriaceae ailesindeki
mikroorganizmalarin LPS yapilarina benzer sekilde O-polisakkarit, kor bolgesi ve lipid
A’dan olusmaktadir. ”Smooth” Brucella suslari, LPS tabakasinda A ve M olarak
adlandirilan antijenler tasimaktadir (25). B.abortus ve B.suis’te A antijeni fazla, M
antijeni az; B.melitensis’de ise M antijeni fazla A antijeni az miktarlardadir. Bu
miktarlar oran olarak ifade edildiginde B.abortus ve B.suis’de A’nin M’ye oran 20/1
iken, B.melitensis’de bu oran 1/20 dir (26).

2.2.3. Kiiltiir Ozellikleri

Genellikle yavas ve zor iireyen Brucella’larin besi yerlerinde tiremeleri zordur.
Brucella cinsi bakteriler, bir ¢ok aminoasiti igeren kompleks besiyerlerine ihtiyag
duyarlar. Uremeleri igin tiamin, nikotinamid ve biyotinin ortamda bulunmasi esastir.
Besi yerine kan ve serumun eklenmesi iiremeleri iizerine olumlu etki yapar (26).
B.abortus ve B.ovis, iiremeleri igin besiyerine %5-10 oraninda katilmis seruma ihtiyag

gosterirler (27).



B.abortus’un bazi tipleri ve B.ovis tiremek i¢in %10 CO,’ye ihtiya¢ duyarlar. Bu
bakteriler her ne kadar 20-40°C arasinda iireyebilselerde optimum iireme sicakliklar
37°C’dir. Uremeleri igin uygun pH ise 6.6-7.4 arasinda olmalidir. Brucella
bakterilerinin ftretilmeleri ve izolasyonlar1 i¢in genelde kati besiyerleri kullanilir.
Brucella spp.’nin izolasyonunda bugiine kadar bircok besiyeri gelistirilmistir.
Organizmalarin tretilmesinde en ¢ok kullanilan temel besiyerleri serum-dekstroz agar,
serum-triptoz agar ve serum-triptikaz agardir. Bu ii¢ besiyeri selektif besiyerlerine
temel teskil ederler (26). Morgan; temel besiyerine %0.5 oraninda katilan Tween-40’1n,
B.abortus iiretiminde serumun yerini alacagini bildirmis ve basitrasin, polimiksin ve
aktidion eklenen serum dekstroz agarin biitiin Brucella tiirlerinin iiremesini tesvik eden
en ideal besiyeri oldugunu bildirmistir (28).

Brucella’larin  kontamine olmus materyallerden izolasyonunda  diger
mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe etmek amaciyla temel besiyerlerine c¢esitli
antibiyotiklerin ve boyalarin katilmasi ile bir¢ok selektif besiyerleri gelistirilmistir.
Koloniler genellikle kiigiik, kabarik, S sekilli ve saydam renklidirler (26). Tiim Brucella
tirleri katalaz pozitiftirler ve eritrositleri parcalamazlar. Metil red negatiftirler ve sitrath
besiyerlerinde tireyemezler (29). B.neotomae disinda, besiyerlerinde karbonhidratlardan
asit olusturmazlar. B.ovis, B.neotomae ve B.abortus’un bazi suslari hari¢ tiim Brucella

tiirleri oksidaz pozitifdir. B.ovis hari¢ diger Brucella tiirleri nitratlar1 indirgerler (26).

2.2.4. Viriilans ve Patojenite Ozellikleri

Brucella dogal immiin sistem hiicrelerinden kagmak igin bir takim stratejiler
sergiler. Boylece konaga yeteri kadar bakteri girmesi saglanir. Brucella’nin LPS
molekiilii lipid A, kor oligosakkarit ve O-antijeni igerir. Lipid A, enfeksiyonun erken
asamalarinda konak immiin sisteminden kagis i¢in 6nemlidir (30).

Brucella’nin patojenitesi tam olarak karakterize edilememis ve Klinik
belirtilerinin altinda yatan mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Organizmanin
hayatta kalma stratejisi monosit hiicreleri i¢inde yasam alani olusturmaya yoneliktir.
Brucella LPS’si endotoksin etkinligine sahiptir ve fagositoza direngte anahtar rol oynar.
LPS, fagozom-lizozom flizyonunu baskilar ve daha sonra hiicre i¢i ¢ogalmanin yer

aldig1 endoplazmik retikulum igine yerlesen bakterileri yonlendirmede énemli rol oynar
(32).



Brucella bakterisinin hiicre i¢indeki yasamini diizenleyen, virB operonu (VirB)
tarafindan kodlanan tip IV sekresyon sistemi (T4SS); bakterinin hayatta kalmasi igin
cok onemlidir. Brucella fagozom i¢inde hayatta kalimi kolaylastiran aside direngli
proteinler iretmektedirler. Boylece reaktif oksijen kaynakli ara maddelere karsi
direnglerini arttirabilirler. Viriilan Brucella defensinlere direnglidir ve reaktif oksijen
ara maddelerine kars1 direnglerini arttiran bakir-¢inko (Cu-Zn) siiperoksit dismutaz
tiretirler (32).

Brucella fagosite edildikten sonra, konak sitozoliinde effektér proteinlerin
translokasyonuna yol agan tip IV sekresyon sistemi (T4SS) indiiklenir. Boylece
bakterinin lizozomla birlesmesi engellenir ve Brucella igeren vakuol (BCV) olusumu
saglanir. BCV, endoplazmik retikulum ile etkilesim halinde olan replikasyon igin

onemli olan bir yapidir (33).

2.3. insanlarda Gériilen Klinik Bulgular

Bruselloz viicuttaki tiim organlarda enfeksiyon meydana getirebileceginden
hastalik cok ¢esitli klinik tablolarla ortaya cikabilmektedir. Klinik belirtiler 6zgiil
olmayip; yiiksek ates, terleme, titreme, sirt ve eklem agrilari, miyalji ve atralji gibi
bulgularla kendini gostermektedir (34).

Brusellozun seyrine gore gastrointestinal sistem, iskelet sistemi, sinir sistemi
veya kardiyovaskiiler sistem gibi ¢esitli organ ve sistem tutulumlart meydana
gelebildigi goriilmektedir. Bununla beraber iilkemizdeki olgu serileri klinik yonden
incelendiginde 6zellikle gastrointestinal sistem ve kas iskelet sistemi tutulumlarinin 6n
plana ¢iktig1 ifade edilmektedir (35).

Bruselloz bir retikulo-histiositer sistem hastaligidir ve belli organ ve dokulara
yerlesmektedir (36). Brucella viicuda girdikten sonra, lenfatik kanallar ve bolgesel lenf
bezleri araciligi ile ana lenf damarmma oradan da kan dolagimina katilir. Kandaki
bakteriyemi sonucu kan yoluyla parankimal organlara taginir. Lenf dokusu, karaciger,
dalak, kemik iligi ve retikiiloendotelical sistemin diger kisimlarinda
mikroorganizmalarin neden oldugu granulamatéz lezyonlar, abse formlarina
dontigebilir. Brucella bu lezyonlarda hiicre i¢inde bulunur (37).

Brucella 6zellikle gogiis, gebe uterusta, lenf diigiimlerinde, testislerde ve seyrek

olarak da eklem ve tendon kiliflarina yerlesir (38). Brucella’nin yol actig1 endokardit



sonucu Oliim ortaya ¢ikabilir ve mortalite yaklasik %5 civarindadir. Brucella kronik

norolojik hastaliklara da neden olabilir (39).

2.4. Bruselloz Klinigi
Hastaligin birbirinden farkli 4 klinik tablosu vardir.

Akut enfeksiyon: Hastaligin en tipik formudur. En sik rastlanan belirtiler; ates,
titreme, terleme, halsizlik, viicutta yaygin agrilar ve istahsizliktir. Aksam saatlerinde
iistime ve titreme ile birlikte yiiksek ates belirtileri gézlenmeye baslar. Her giin biraz
daha artarak 8-10 giinde 39-40°C’ye ulasir. Birkag saat siiren ates sonunda sabaha dogru
terlemeyle son bulur. Tedavi siirecine baslanmamis ise ates her giin kademe kademe
diiser. Iki hafta sonunda ates normal degerlere geriler. Hastada gegici bir iyilesme hali
gbzlenir. 8-10 giin sonra ayni1 belirtiler tekrar gézlenmeye baslar. Hastalik atesli atessiz
donemler halinde siirer. Yetiskin hastalarin %80’inde eklemlerde gezici agrilar, bel

agrist sikayetleri goriiliir. Agrilar tedaviye baslanmazsa siddetlenerek artar (40-42).

Subakut enfeksiyon: Semptomlarin baslamasindan itibaren 8 haftaya kadar olan
olgular akut, 8-52 hafta arasi olgular subakut olarak kabul edilir. Grip ile benzer klinik
tablo vardir. Subakut formda vakalarin %90°1nda ilk 6 ayda daha ¢ok olmak iizere, bir
yil iginde spontan iyilesme gozlenir (43).

Kronik enfeksiyon: Bruselloz geciren bazi hastalarda hastaligin semptomlari
baslangicta sinsi olabilir. Akut ve kronik formlar1 ayirt etmek zorlasir. Sikayetler
teshisten sonra bir yili agkin siiredir devam ediyorsa kronik bruselloz olarak tanimlanir.
Baz1 hastalarda kronik yorgunluk, depresyon ve eklem agrilar1 gozlenir. Kroniklesme

40 yasin altindaki hastalarda daha sik olup, ¢ocuklarda ¢ok nadir goriilmektedir (44).

Relaps enfeksiyon: Tedaviden sonraki 12 ay igerisinde enfeksiyona ait belirti ve
bulgularin tekrarlamasidir. Olgularin %5’inden fazlasinda relaps goriilebilir. Genellikle
hastaliktan 3-6 ay sonra gelisir. Genellikle viral bir hastalik veya travma sonrasi ortaya

cikar. Yiksek ates ve daha siddetli semptomlarla seyredebilir (45).



2.5. Laboratuvar Tanisi

Brusellozun tanist mikroorganizmanin klinik 6rneklerden izolasyonuna ve

serolojik yontemlerle antikor yanitinin gosterilmesine dayanmaktadir.

2.5.1. Bakteriyolojik Tan1

Bakteri kan ve kemik iligi kiiltiirleri olmak tizere gesitli klinik Orneklerin
kiiltiirlerinden izole edilebilir. Kiiltiir yapilmasi tanidaki en onemli standarttir ve
bakterinin izolasyonu gergeklestiginde kesin tan1 konulur. Ancak kiiltiirlerin duyarliligi,
ornegin alindig1 evre (akut ya da kronik donem), kullanilan besiyeri sistemi (otomatik
ya da konvansiyonel kan kiiltiirii sistemi vb.), Ornek almadan Once antibiyotik
tedavisinin baglanmis olup olmadigi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir (46). Akut
donemde kiiltiirlerden izolasyon orant %40 ila %90 arasinda iken kronik ya da fokal
enfeksiyonda, komplike vakalarda bu oran %5-20 kadar disiiktir. Kemik iliginden
izolasyon orani kan kiiltlirlerine nazaran %15-20 daha yiiksek olabilir. Otomatize kan

kiiltirl sistemlerinin izolasyon oranlar1 konvansiyonel yontemlerdir (47).

2.5.2. Serolojik Tam

Kiiltiirtin  dezavantajlar1 nedeniyle serolojik tant 6nem kazanmaktadir ve
brusellozun tanist yaygin bir sekilde serolojiye dayanmaktadir. Siklikla kullanilan
serolojik tani testi agliitinasyon testidir. Seroloji sonuglar1 ideal olarak Brucella spp
enfeksiyonunu takiben gelisen antikor yanitina goére yorumlanmaktadir. Once
immunoglobulin-M (IgM) ortaya ¢ikaG’nin yiikselisi takip eder. Tedavinin etkinligini
de antikor diizeyleri iizerinden izlemek miimkiindiir. Iyilesme ile titrelerin giderek
azaldig1 goriiliir. Eger titrelerde 1srarli bir kalicilik varsa bu klinisyen i¢in bir
komplikasyon, kronik enfeksiyon veya relaps bakimindan uyarici bir durumdur. Ancak
%?20’ye varan oranlarda basari ile tedavi edilmis veya asemptomatik bireylerde
antibiyotik titreleri yiiksek kalabilmektedir (46).

Mevcut serolojik testler ile vakalarin %95°ten fazlasina kesin bir tan1 konulmasi
miimkiindiir. Ancak, testlerin uygun kombinasyonlar halinde kullanilmas1 gerekir. Bu
kombinasyonlar agliitinan antikorlar1 (IgM, 1gG ve IgA) saptayan bir test (Rose Bengal

ve STA,; Brucella tam hiicre antijeni) ile genellikle ge¢ evrede gelisen non-agliitinan



antikorlar1 saptayan bir testin (Coombs-1gG veya ELISA; Brucella ekstraktlari,
lipopolisakkarit veya protein antijenleri) kullanilmas1 seklinde 6zetlenebilir (46, 48).
Yakin zamanda 18-24 saate sonu¢ veren, hizli ve kolay uygulanabilir bir
‘immunocaptur’ agliitinasyon testi uygulamaya girmis olup, Coombs testi ile
karsilastirilabilir duyarliliktadir. Endemik bdlgelerde veya salginlarda tarama amacli
kullanim i¢in bir immiinokromatografik ‘dipstick test’ de gelistirilmistir. Bu test; basit,
hizli, kullanimi ve yorumlanmasi kolay ve yiiksek bir duyarliliga (>%90) sahiptir (46).

Brusellozun tanisinda molekiiler yontemler de basariyla kullanilmaktadir (49).

2.6. immiin Yanit

Canlilarda immdiiniteden sorumlu hiicre ve molekiillerin olusturdugu yapiya
immiin sistem, bu sistemin antijenlere karsi olusturdugu reaksiyona ise immiin yanit adi
verilmektedir (50). Immiin sistemin fizyolojik fonksiyonu, enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalara karsi viicudun savunulmasidir. Bu savunma immiin sistemin farkli
mekanizmalar aracilifiyla gerceklestirilmektedir. Bu mekanizmalar dogal bagisiklik ve

kazanilmis bagisiklik mekanizmalaridir (51).

2.6.1. Dogal Immiin Yamt

Viicut savunmasi ilk olarak dogal bagisikligin erken donemdeki reaksiyonuyla
baslamaktadir. Mikroorganizmalara karst savunmanin erken basamaklar1t dogal
bagisikligin bilesenleri tarafindan olusturulmaktadir. Bu bilesenler epitel doku ve
antimikrobiyal iiriinler gibi fiziksel ve kimyasal bariyerler, fagositler, kompleman
sistem elemanlar: ve sitokinlerdir. Dogal bagisiklik mekanizmalari mikroorganizmalarin
sahip oldugu patojenle iliskili molekiiler 6rgiiler (PAMP) adi verilen molekiiler yapilar
araciligiyla tetiklenmektedir. Bu molekiiler yapilar orgii taniyan reseptorler (PRR)
tarafindan algilanmakta ve immiin cevap olusturulmaktadir. Dogal bagisiklik viicut
savunmasinin erken dénemini olusturmaktadir ve enfeksiyoz ajanlara kars1 6zgiilliigii ve
cesitliligi edinsel bagisikliga gore daha sinirh kalmaktadir (50, 51).

PRR’ler; PAMP’lar1 ve konak kaynakli tehlike sinyalleri (DAMP) olarak bilinen
uyaranlari tanir (52). Genel olarak PAMP’lar LPS, peptidoglikan (PGN), flajellin ve

niikleik asitler; wviriis, bakteri, mantar ve protozoa’dan kaynaklanir. Konak immiin
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sistemi PRR’ler vasitasiyla PAMP’lar ile etkilesime gecebilir. PRR’ler ya sitoplazmik

zarda ya da endozomal vezikiil igeren zarda yerlesiktir (53).

PAMP’lar taniyan bes farkli tipte PRR tanimlanmaistir:

a. Toll-benzeri reseptorler (TLR)
b. (NOD)-benzeri reseptorler (NLR)
c. Retinoik asit-indiikleyen protein 1 (RIG-1)-benzeri reseptorler (RLR)

d. C-tipi lektin reseptorleri (CLR)
e. Absent in melanoma 2 (AIM2)-benzeri reseptorlerden (ALR’ler) olusmaktadir
(54).

Dogal immiin sistem hiicreleri PAMP ve DAMP’lara PRR’ler vasitasiyla yanit
olustururlar. Bu uyaranlar zincirleme reaksiyonlar1 harekete gecirerek immiin sistemi
aktive ederler. Bu zincirleme reaksiyonun ilk asamasinda mikrobiyal patojenlerin
yiizeyindeki bir dizi PAMP konak hiicredeki PRR’leri aktive etmektedir. PRR’ler ile
PAMP arasindaki etkilesimden sonra, niikleusta aktiflesen transkripsiyon faktorlerinin
translasyonu inflamatuvar sitokinlerin {iretimine ve salinimina yol acar. Bu sitokinler;
tip | interferon (IFN) ve enfeksiyonda etkin rol oynayan inflamatuvar veya anti-

inflamatuvar sitokinlerdir (55).

2.6.2. Kazamilmis immiin Yamt

Immiin sistemin dogal immiiniteye gore antijenlere karsi daha 6zgiil ve daha
giclii yanmit veren sekli kazanilmis bagisiklik olarak adlandirilmaktadir. Edinsel
bagisikligin en 6nemli 6zelligi hafiza olusturabilmesidir. Bu sayede viicut savunmasi
aynit ajanla tekrar karsilastigt zaman daha hizli ve daha giglii olarak yanit
verebilmektedir. Kazanilmig immiin yanit, antijen sunan hiicrelerin protein yapidaki
antijenleri peptid yapitaslarina indirgeyip T-lenfositlerine sunmasiyla gergeklesir.
Lenfositler yiizeylerinde bulunan reseptorler araciligiyla antijenleri tanirlar. Antijenler
genellikle protein ya da polisakkarit yapida olmalarina karsin lipid veya niikleik asit

formlar1 da mevcuttur (50, 51).
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2.7. Brucella ve Konak immiin Sistemi Arasindaki iliski

Brucella viicuda sindirim sistemi, solunum yollar1 ya da deriden giris
yapmaktadir. Bakteri viicuda girdikten sonra giris bdlgesinin yakininda bulunan
mononiikleer ya da polimorfoniikleer 10kositler tarafindan fagosite edilmektedir.
Virulan Brucella tiirleri fagositozu inhibe edebilmektedir (56). B lenfositlerin yiizeyinde
bulunan reseptorlere baglanabilen lektin (sekerlere spesifik olarak baglanabilen protein
ya da glikoprotein yapisindaki maddeler), Brucella’larin hiicre yiizeyinde de
bulunmaktadir. Lektin ve benzeri yapilarin reseptorler araciligiyla immiin sistem
hiicreleri haricinde diger hiicrelere de Brucella girisini sagladigi diistiniilmektedir (57).

Brucella fagosite edildikten sonra en yakin lenf noduna tasginmaktadir. Brucella
burada ¢cogalmaya baslamaktadir. Icinde bulundugu hiicrenin dlmesiyle birlikte bakteri
ortama salinmakta ve kana gegerek bakteriyemiye neden olmaktadir. Kan yoluyla
bakteri retikiiloendoteliyal sisteme girmektedir. Bakterilerin ¢ogu karaciger ve dalaga
yerlesmektedir. Brucella’nin yapisinda bulunan LPS’ye kargi antikor iretimi akut
dénemin baglamasindan birkag giin sonra veya subakut olgularda belirtiler basladiktan
sonra ortaya ¢ikmaktadir. Brucella antijenlerine karsi hiicresel immiin yanit antikora
bagimli ya da antikordan bagimsiz olarak gelisir. Bazi hastalar, hastaliklar1 boyunca
tepkisiz kalabilmektedir. Cogu hastada ise hem antikor yanit1 hem de hiicresel immiin

yanit gelisebilir (58).

2.8. Dogal immiin Yamtta inflamazomlarin Onemi

Normal bir doku patojenle karsilastigi zaman, burada bulunan hiicrelerin
PRR’lerinin patojene baglanmasi sonucu dogal immun yanit aktive olur. Dogal immiin
sistemin hiicreleri konak savunmasinda erken déonemdeki olaylar1 diizenleme gdrevinin
yant sira, dendritik hiicreler araciligi ile de adaptif immiin sistemi devreye sokarlar.
Tehlike sinyallerini ve patojenleri algilayan reseptorler hiicrenin sitoplazmasinda
bulunur. Bu reseptor grubu i¢inde icinde inflamazomlar en iyi tanimlanan sistemlerden

birisidir (59).
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2.9. inflamazom

Dogal immiinitede, pro-inflamatuvar CASPASE-1’in aktive olmasi i¢in gerekli
platformu olusturan multiprotein kompleksine ‘inflamazom’ adi verilir. Pro-
inflamatuvar CASPASE-1’in aktif formu olan CASPASE-1; pro-IL-1B ve pro-1L-18
proteolitik olarak ayirir ve IL-1p ve IL-18’1 aktif formlarina doniistiiriir. Olgunlasan
sitokinler inflamatuvar yanitlar1 olusturmak i¢in hiicreden salinir (52, 60).

inflamazomlar yapisal olarak iki ana grupta incelenir. Bunlar;  NOD-benzeri
reseptor (NLR) ailesi ve pyrin ve HIN200 (PYHIN) domain igeren protein ailesi
tiyesidir. NLR ailesi; NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP12 ve NLRC4
inflamazom proteinlerini kapsar. Bu ailenin tiyeleri bir adet niikleotid baglayan domain
(NOD), karboksil ucunda l16since zengin tekrarlar (LRR) igerirken ya pirin domaini ya
da amino ucunda CASPASE aktive edici ve gerektirici domaini (CARD) veya her
ikisini birden icerebilir (60). PYHIN ailesi tiyeleri ise AIM2 ve interferon-indiikleyici
protein 16’dan (IFI16) olusmaktadir. Bu ailenin iiyeleri pirin domainine ek olarak
baglanmada rol alan 200 aminoasit tekrarli hemapoietik interferon indiikleyici niiklear
protein (HIN200) domain yapisini icermektedir (61).

Arastirmamizda piroptoziste rol oynayan CASPASE-1, PYHIN ailesi iiyesi
AIM2 ve NLR ailesi iiyeleri NLRP3, NLRC4 inflamazom proteinleri ile ilgili genel

bilgiler agsagida sunulmustur.

2.9.1. AIM2 inflamazom

AIM2 inflamazomu DNA’ya baglanarak CASPASE-1’i aktive eder (62). AIM2,
NLR ailesinin tiyesi olan inflamozomlarla benzerlik gésterir. AIM2 inflamazomunun
yapist; amino ucunda bulunan pyrin domaini (PYD) ve karboksil ucunda bulunan
HIN200 domaininden olusur (Sekil 2.1). AIM2 sitozolde yerlesiktir (63, 64). AIM2
inflamazomunun CASPASE-1’i olgunlastirmasi igin ¢ift zincirli ve 80 bp’den daha
uzun bir DNA’ya ihtiya¢ duyulur. Cift zincirli DNA varliginda, AIM2 inflamazomunda
bulunan HIN domaini ¢ift zincirli DNA’nin taninmasi saglar. Burada ¢ift zincirli
DNA’da, seker fosfat omurgasinin negatif ve HIN domininin ise pozitif yiiklii olmas1
elektrostatik bir ¢ekim olusturmaktadir. Baglanmadan sonra pyrin, PYD/HIN
kompleksinden ayrilir. Bu olay vasitasiyla DNA sarmali boyunca inflamozom

kompleksinin olusumu saglanir (65).
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Sekil 2.1. AIM?2 inflamazom ve ¢ift zincirli DNA ile beraber temsili goriintiisii (5)

2.9.1.1. inflamasyon Esnasinda AIM2’nin Fonksiyonu

Fizyolojik hastalik modellerinde DNA’da AIM2 aktivasyonu gosterilememistir
(66). Ancak ¢ogu mikrobiyal isgalciler fagositik hiicrelerin sitozoliine ulasir ve AIM2’yi
tetikler. CASPASE-1’1 aktive etmek i¢in yabanci DNA salinabilir. Bu tip bir aktivasyon
Francisella tularensis (67, 68), Listeria monocytogenes (69) ve Legionella pneumophila

suslar1 (70) gibi bakteriyel patojenlerin enfeksiyonlarinda gosterilmistir.

2.9.2. NLRP3 inflamazom

NLRP3 inflamazomu 3 kisimdan meydana gelmektedir. Karboksil ucunda
bulunan LRR’ler, merkezde bulunan niikleotid baglayan oligomerizasyon domaini
(NACHT) ve amino ucunda pyrin domaini (PYD) igerir (71) (Sekil 2.2). NLRP3
inflamazomu makrofaj, mikroglia gibi immiin sistem hiicrelerine ulasan tehlike
sinyallerini taniyarak IL-1B ve IL-18 aracili inflamatuvar yanitlarinin olugmasinda
gorev alan bir multiprotein kompleksidir. NLRP3 olduk¢a genis bir yelpazede tehlike
sinyali tanima Ozelligine sahip olmasiyla diger NLR ailesi iyelerinden ayrilmaktadir
(72).
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Sekil 2.2. NLRP3 inflamazom yapisi (5)

2.9.2.1. inflamasyon Esnasinda NLRP3’iin Fonksiyonu

S.aureus ve E.coli gibi patojenik bakterilerin artisi durumunda NLRP3 alt
tiniteler uyarilarak aktif NLRP3 inflamazomunu olustururlar (73). Schistosoma mansoni
(74) ve Dermatophagoides pteronyssinus (75) gibi parazitlerin varliginda da NLRP3 iin
aktive oldugu gosterilmistir (52, 76). Hiicre dis1 ATP, tirik asit kristalleri (77), fibriler
amiloid beta (78), kolesterol kristalleri (79), silika kristalleri (80) asbestos lifleri (80) ve
nanomateryaller (81) gibi endojen DAMP’larin NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
arttirdigl gosterilmistir.

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu i¢in oncelikle makrofaj ya da mikroglia
hiicresine bir tehlike sinyalinin ulagsmasi gerekmektedir. S6z konusu tehlike sinyali;
PAMP ve DAMP olmak {iizere iki farkli yapidadir. Bu molekiiler sinyallerin makrofaj
ya da glia hiicre zarinda yerlesim gosteren TLR’ler tarafindan taninmasi sonucu
Timor Nekroz Faktor-o (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerin gen ifadesi ve
salmmmi artar. Diger taraftan, IL-1B ve IL-18 {iretimi inflamazom aktivasyonunu

gerektiren iki asamali bir siiregtir. TLR’lerin uyarilmasiyla her iki proinflamatuvar
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sitokinin Onciil formlar1 olan pro-IL-1B ve pro-IL-18’in NF-kf aracili gen
transkripsiyonu meydana gelir. Pro-IL-1p ve pro-IL-18’in ise aktif tiirevleri olan IL-1§
ve IL-18’e¢ doniisimleri i¢in NLRP3 aracili inflamazom aktivasyonu ile pro-
CASPASE-1’in CASPASE-1’e doniisimi gereklidir. CASPASE-1; pro-IL-1p ve pro-
IL-18’in IL-1B ve IL-18’e doniisiimiinii gergeklestirir. TLR’lerin aktive olmasiyla pro-
IL-1B ve pro-IL-18’in yaninda NLRP3’iin de NF-kf} aracili gen transkripsiyonu artar
(82).

NLRP3’iin aktive olmasi i¢in hiicre zarinda yerlesim gosteren katyon kanali ile
birlesik olan iyonotropik P2X7 reseptorlerinin ATP ile aktive olmas1 ve K* iyonunun
hiicre igine girmesi gereklidir. K™ iyonunun hiicre i¢ine girmesi ile inaktif durumdaki
NLRP3’iin multiprotein kompleks yapidaki NLRP3 inflamazomuna doniisiimii
gerceklesir. NLRP3’iin P2X7 reseptorleri araciligiyla aktive olmasi sonucu yapiya
Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) proteini ve pro-
CASPASE-1’in baglanmasiyla inflamazom yapisi olusur ve daha sonra CASPASE-1’in
aktivasyonu gergeklesir. ASC proteini igerigindeki pyrin yapisiyla NLRP3’iin pyrin
bolgesine, CARD yapisiyla ise pro-CASPASE-1’in CARD yapisina baglanarak
CASPASE-1’in olusumuna aracilik etmektedir. Sonugta CASPASE-1 aktivasyonu ile
pro-IL-1B ve pro-IL-18’in aktif sekilleri olan IL-1p ve IL-18 iiretimi gergeklesir (83).
CASPASE-1 aktivasyonu ile ayrica pyropitozis aracili hiicre 6liimii indiiklenmektedir
(84) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. NLRP3 Inflamazomunun aktivasyonu (85)

2.9.3. NLRC4 inflamazom

NLR family CARD domain-containing protein 4 (NLRC4), merkezi bir NACHT
domaini, karboksil ucunda LRR domaini ve amino ucundaki CARD yapilarindan olusur
(Sekil 2.4). NLRC4 iin CARD yapist ile pro-CASPASE-1’in CARD yapisi arasinda
CARD-CARD etkilesimi oldugu gosterilmistir (86). NLRC4 iflamazomunda bir ASC

yapis1 bulunmaz hiicre 6liimii ASC’den bagimsiz olarak meydana gelir (87, 88).
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Sekil 2.4. NLRC4 inflamazomunun yapisi (5)

2.9.3.1. Inflamasyon Esnasinda NLRC4’iin Fonksiyonu

NLRC4 inflamazom, 6zgiil olarak Salmonella typhimurium (89), Legionella
pneumophila (90), Shigella flexneri (91) ve Pseudomonas aeruginosa (92) gibi ¢esitli
gram negatif bakterilerin makrofajlar1 enfekte etmesi sonucu olusan bir inflamazomdur.

Gram negatif bakteriler ile NLRC4 inflamazomunun aktivasyonu iizerine
yapilan ¢alismalar bakteriyel tip III sekresyon sisteminin (T3SS) CASPASE-1 ayrismasi
icin gerekli oldugu gercegini aciga ¢ikarmustir. Tip Il sekresyon sistemi ile bakteri
sitoplazmik membranindan konak hiicre sitoplazmik membranina dogru kanal benzeri
porlar olusur. Bu porlar sayesinde bakteriye ait proteinlerin bakteri sitoplazmasindan
konak hiicre sitoplazmasina dogrudan ulasmasi saglanir. Bakteri kolon epiteli ile temasa
gectigi zaman tip III sekresyon sistemi sayesinde aktin sistemini polimerize ve
depolimerize edebilir. Bu degisim bakterinin, fagositik hiicrede yalanci ayak seklinde
cikintilar olusturmasina neden olur ve bakteri fagosite edilerek vakuol i¢inde tutulur.
Bundan sonra bakteriye diisen gorev vakuol membranini parcalayarak sitoplazmaya
ulagsmaktir (93). Flajellin de T3SS vasitasiyla konak hiicreye girebilir (94). Flajellin
sitozole girdiginde NLRC4 inflamazom alt iiniteleri birlesir. Aktif inflamazom yapisi
olusur. NLRC4, CARD yapist1 bulunduran ASC adaptdér proteinini gerektirir.
NLRC#4’iin CARD yapisi ile pro-CASPASE-1’in CARD yapis1 etkilesime girer. Pro-
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CASPASE-1 proteolitik olarak kesilerek aktif CASPASE bir olusumu saglanir.
CASPASE-1’de inflamatuvar sitokinlerden IL-1B8 ve IL-18’in olgunlasmasint ve
salmimini saglayarak inflamatuvar yanitin olusmasini saglar (95).

Inflamazomlar ¢esitli hiicre i¢i uyaricilarm varliginda inaktif olan alt iiniteleri
birleserek aktif inflamazom multi protein kompleksleri olusmaktadir. Olusan
inflamazomlar pro-CASPASE-1’1 proteolitik olarak keserek CASPASE-1’1 olusturur.
Daha sonra CASPASE-1 ise inflamatuvar sitokinlerin olgunlasmasina ve salinimina yol

acar. Boylece ¢esitli inflamatuvar yanitlarin olusumu saglanir (5) (Sekil 2.5).

ATP
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Sekil 2.5. inflamazomlarin etki mekanizmast (5)

2.9.4. CASPASE-1

Caspase’ler (Cystein dependent Aspartate Spesifik Proteinase) zimojen olarak
sitoplazmada bulunan sistein proteazlaridir. IL-13 doniistiiriici enzim olarak bilinen
CASPASE-1, inflamasyonda ve hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynar (96). Caspase-1,
yalniz IL-1f’ya 6zgl degildir ve su ana kadar cesitli hiicre tiplerinde 40’tan fazla
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hiicresel substrati tanimlanmistir. Aktin, pirin, CASPASE-7 gibi substratlardan bagka
glikoliz enzimlerinden aldolaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, piruvat kinaz gibi
enzimleri aktive etmektedir (97).

Inflamazom, Caspase-1 aktivasyonuna yol agan multiprotein kompleksidir.
Caspase-1’in aktive olmasi inflamatuvar sitokinler IL-1p ve IL-18 olgunlasmasina yol
acar (98). IL-1B ve IL-18 aktivasyonu ve salinimi iki sinyal gerektirir: birinci sinyal
belirli uyaranlarin varliginda sitoplazmada daginik olan alt {initelerin bir araya gelip
aktif bir inflamazom kompleksi olusumu ve Caspase-1 aktivasyonudur. ikinci sinyal ise

pro-IL-1B ve pro-1L-18’in aktivasyonudur (99).

2.10. Piroptozis ve CASPASE-1

Piroptozis hem apoptoz hem de nekroz 6zellikleri gosteren, CASPASE bagimli,
proinflamatuvar bir hiicre 6liimii ¢esididir (98). CASPASE-1 aktivasyonu IL-1B ve IL-
18’in saliniminin yani sira piroptozis indiiksiyonunu da igerebilir (99).

Piroptozis enfeksiyon varliginda sik sik indiiklenir ve piroptozis sonucunda
hiicre artiklari hiicre dig1 alana salinir. Piroptotik 6liim ATP gibi bilesenlerin sitozolik
salimimina yol agarak inflamasyonu ortaya cikarir. Inflamatuvar sitokinler olan IL-1B ve

IL-18 de bu siirece eslik ederler (98, 100).

2.11. inflamasyon esnasinda CASPASE-1

Inflamasyon igin bir uyaricinin varliginda; ASC proteini, pro-CASPASE-1 ile
birleserek inflamazom kompleksinin aktivasyonunu saglar. Bu kompleks pro-Caspase-
1’1 aktif formu olan CASPASE-1’e dontistiiriir. Olusan aktif Caspase-1, proinflamatuvar
sitokinlerden IL-1p ve IL-18’i aktif formlarina gevirir. Aktiflesen sitokinler 6zgiil

reseptorlerine baglanarak akut inflamasyonun olusumunda rol oynar (101).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) cihazi (Corbett)
Gergek zamanli PZR cihazi (QIAGEN-Rotor Gene Q)
DNA/RNA 6l¢iim cihazi (MAESTRO)
Hassas terazi (Sartorius)
Elektroforez gii¢ kaynagi (BIO-RAD)
pH metre (pHep®™ by Hanna)
Jel goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 2200 Imaging System)
-80 °C Derin dondurucu (Heraeus)
Masaiistii santrifiij cihazi (Hettich-zetrifugen)
Mikro santrifiij cihaz1 (Hettich-zetrifugen)
Hassas otomatik pipetler ve uglar1 (Eppendorf)
e 0,5-10 uL Eppendorf otomatik pipet
e 20-200 nL Eppendorf otomatik pipet
e 100-1000 pL Medisis otomatik pipet
Vorteks (VORTEXMIXER)
Manyetik karistirici (Gerhardt)
Su saflastirma sistemi (Millipore)

EDTA’l tiip (BD Vacutainer; Lot n0:5097279)
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3.2.Kullanilan Kimyasallar

RNAaz mini kit (QIAGEN; QlAamp RNA Blood Mini Kit (50); Lot no: 133210822)
cDNA sentez kiti (QIAGEN; RT2 HT First Standard Kit; Lot no: 74501035)

Real time PZR kiti (QIAGEN; RT? SYBR® Green FAST Mastermixes; Cat no: 330620)
Primerler (QIAGEN; RT? qPCR Primer Assays (200); Cat no: 330001)

DNA ladder (BIOMATIK; Lot no:026)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA; C1oH14N2NayOg. 2H,0; FW: 372,24; Lot no:
48H0287)

Tris Baz ( C4H11NOg3; FW: 121,14; Lot no: 83H5734)

Borik asit (H3sBO3; FW:61,843; Carlo Erba Lot n0:302177)

Etidyum Bromiir ( Ca1HaoN3.Br; FW: 394,32; Lot no: E8751)

Agaroz (Lot No: 5093)

Sodyum Hidroksit (NaOH; FW:40,00; Lot no: S8045)

Hidroklorik asit ( HCI; FW:36,46; Lot no: H1758-1 )

Beta-merkaptoetanol ( C,HgOS; FW: 78,13; Lot no: M3148)

Ethanol ( C;HsOH; MERCK; Lot no: a8250)

22



3.3. Hasta Tanim ve Sayisi

Bu aragtirma i¢in, Malatya Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan 13/06/2013
tarihli ve 2013/77 protokol numarali karar1 ile etik onay alind1 (Ek-1). Arastirmada;
Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi ve Malatya Devlet
Hastanesi’ndeki 18-65 yas arasi, herhangi bir alt hastaligi olmayan, goniillii 19 akut
bruselloz hastasi ile yine 18-65 yas arast 19 saglikli vericiden periferal kan ornegi
alindi. Calismaya goniillii olarak katilmak isteyen bireyler hasta bilgilendirme formunu

okuyup imzaladiktan sonra ¢aligmaya katilmalari saglandi (Ek-2).

3.4. Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri

Sekiz haftadan kisa siiredir bruselloz ile uyumlu semptom ve bulgular1 olan
hastada asagidakilerden birinin bulunmasi akut bruselloz olarak tanimlandi.
e Serum Brucella aglutinasyon titresi >1/160 bulunmast,
e Ilk serum 6rneginden =15 giin sonra alan serumda en az dort kat titre artigt
saptanmasi,
e Kan veya diger klinik 6rneklerin herhangi birinde Brucella spp.’nin tiretilmesi.
Akut bruselloz tanist konan ve bu ¢aligmaya katilmak i¢in goniillii olan, 6nceden

bilinen alt hastalig1 olmayan 18-65 yas arasi1 hastalar alind1.

3.5. Arastirmadan Cikarilma Kriterleri

Akut bruselloz hastalarinda ve saglikli bireylerde travma, HIV(+), HCV(+),
bobrek yetmezligi olan, ndtropenisi olan, HbsAg(+), immiin baskilayici ila¢ alan,
otoimmiin hastalig1 olan, akut veya kronik pankreatit, yanik tedavisi goren, gebeligi
olan, steroid ila¢ kullanan, diyabet hastalari ve herhangi bir malignitesi tespit edilen
bireyler ¢alismadan ¢ikarildi.

Herhangi bir sikayeti olmayan kisiler arasindan, bu c¢alismaya katilmak ig¢in
gontlli olanlardan ¢alismaya alinan her hasta i¢in ayni1 yas ve cinsiyette olacak sekilde,
serum Brucella agliitinasyonu caligilarak negatif bulunanlar saglikli goniillii olanlar

secildi.
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3.6. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizi

Gondillii hastalardan ve kontrol grubu vericilerinden intravenéz yolla alinan kan
ornekleri EDTA’l1 tiiplere konuldu. Hastalardan alinan kan orneklerindeki AIM2,
NLRP3, CASPASE-1 ve NLRC4 mRNA seviyelerinin tespiti icin, QIAGEN firmasinin
trettigi QlAamp RNA Blood Mini Kit’i kullanildi.

3.7. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar
3.7.1. 5X Tris-Borat-EDTA (TBE) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 litre 5X TBE ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 54 gr TRIS baz, 27.5 gr Borik Asit ve
20 ml 0.5 M EDTA c¢o6zeltisi hazirlanarak 900 ml bidistile su igerisinde manyetik
karistiricidda  karistirilldi.  Cozeltinin pH degeri 8.0 oluncaya kadar HCI eklendi.
Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve son olarak 121°C’de 20 dakika
otoklavlandi. Daha sonra deneyler sirasinda bu ¢ozelti 1X konsantrasyonuna

disiiriilerek ve pH degeri tekrar 8.0’a ayarlanarak calismalarda kullanildi.

3.8. Toplam RNA Saflastirilmasi (QIAamp RNA Blood Mini Kit Protokolii)

Dokulardan toplam RNA saflastirmasi firmanin onerdigi sekilde asagidaki
metoda gore yapildi. Bu protokole gore; 1ml kan tizerine 5 ml eritrosit liziz buffer
eklendi. Daha sonra +4°C’de 15 dakika bekletildi. Daha sonra 1400 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant sivis1 dokiildiikten sonra iizerine 2 ml eritrosit
liziz buffer eklendi. Daha sonra 1400 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dibe ¢oken
eritrosit peletini kaldirmadan siipernatant dokiildii. Ependorfdaki peletin tizerine 600 pl
RLT eklenerek karistirildi. Elde edilen karisimdan 700 pl kit kolonuna eklendi ve 10000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon altindaki tiipe siiziilen ¢ozelti steril bir
ependorfa alind1 ve tlizerine 600 ul %70’lik etanol eklendi, daha sonra bu karigimin 700
ul’si yeni bir spin kolonuna eklendi ve 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolon
altindaki tiip degistirilerek 700 ul RW1 buffer eklendi ve 15 saniye 10000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra tekrar kolon altindaki tiip degistirildi. Kolona 500 pul RPE
buffer eklendikten sonra 15 saniye 10000 rpm de santrifiij edildi. Yeni bir tiip takildi ve
kolona 500 pl RPE soliisyonu eklendi. 3 dakika 12000 rpm’de santrifiij edildi ve alttaki
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tip dokiildii. Daha sonra 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi ve kolon steril bir
ependorf tiip icerisine oturtuldu. Kolona 50 pl RNase icermeyen su eklendi ve 1 dakika
12000 rpm’de santrifiij edildi. Son olarak RNA numuneleri -80 °C derin dondurucuya

konularak ¢cDNA iiretimi i¢in saklandi.

3.9. RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme islemleri

“QlAamp RNA Blood Mini Kit” ile kan orneklerinden saflastirilan toplam
RNA’larda herhangi bir yikimin olmadigmin belirlenmesi amaciyla oOrnekler jel
elektroforezinde analiz edildi. Ornekler % 1.5 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile
100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi ‘‘Kodak Gel Logic
2200 Imaging System’’ ile ultraviyole 1s1k altinda gergeklestirildi. RNA miktarinin

belirlenmesi amaciyla RNA 6l¢tim cihazi kullanildi.

3.10. cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢cin QIAGEN firmasimin irettigi “RT? HT First Standard Kit”
kullanildi. ¢cDNA sentezi firmanin Onerdigi sekilde yapildi. RNA ornekleri Kitte
belirtilen 25 ng-5 pg aralikta olmak iizere, her 6rnek i¢in 1 pg RNA alindi. Kisaca 100
ul’lik PZR tipiine 6 pl GE2 solisyonu ve 1 pug RNA eklendi. 1000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra 37 C’de 5 dakika PZR makinesinde 1sitildi. Bu karigimin
tizerine 6 pl BC4 soliisyonundan eklendi. 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Karistiritlan numuneler PZR makinesinde 42 °C’de 15 dakika, 95 °C’de 5 dakika ve 4
°C’de 5 dakika 1sitildi. Daha sonra -20 °C’de analize kadar saklanda.

3.11. Ger¢ek Zamanh PZR Protokolii

Ger¢ek zamanli PZR analizi; QIAGEN-Rotor Gene Q ger¢ek zamanli PZR
cihazi, QIAGEN firmasmmn irettizgi “SYBR™ Green FAST Mastermixes” ve
““RT? gPCR Primer Assays’’ kullamlarak yapildi. Reaksiyonlar 25 pl toplam hacimde
hazirlandi. Bunun igin 12.5 pl RT2 SYBR Green Mastermix, 6.5 ul RNAaz free water,
5 ul cDNA ve RT? gPCR Primer Assay 1 ul olacak sekilde hazirlandi. PZR sartlar

firmanin onerdigi sekilde yapildi ve 40 dongii tekrarlandi. Tablo da &zellikleri verilen
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primerler AIM2, NLRP3, CASPASE-1 ve NLRC4 gen ifadelerinin analizinde kullanildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Primer ozellikleri

Genler Referans segment Referans Band
numarasi pozisyonu | arahg (bp)
AIM2;
Absent in melanoma 2 NM_004833.1 1221 114
NLRP3;
NOD-like receptor family, pyrin NM_183395.2 3365 142
domain containing 3 4
CASPASE-1,
Cystein dependent Aspartate NM 033292.2 1052 81
Spesifik Proteinase-1 -
NLRC4;
NOD-like receptor family, Caspase NM 021209.4 3273 183
Recruitment Domain-Containing 4 4
GAPDH;
Glyceraldehyde 3-phosphate NM_002046.3 756 130
dehydrogenase -

3.12. istatistiksel analizler

Verilerin istatistiki analizinde Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 10.0 programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayict
istatistiksel metodlarin  (Ortalama, Standart sapma) yanisira; gruplar arasi
karsilastirmalarda Mann Whitney U test kullanildi. inflamazom genleri ile Caspase-1
geninin ifade edilme diizeyleri arasinda korelasyon analizi Pearson Korelasyon analizi
ile gergeklestirildi. Karsilastirmalarda “p” degerinin 0,05 den kii¢iik bulundugu degerler

istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Genetik Bulgular

Dokulardan saflastirilan RNA miktar1 RNA Olglim cihazinda okundu ve
orneklerin saflik diizeyi 260/280 ve 260/230 degerleri ile tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. RNA ol¢iim sonuclari

AKUT BRUSELLOZ KONTROL
RNA(ng/ ul) | 260/280 260/230 | RNA(ng/ nl) | 260/280 | 260/230
1 53,25 2,013 2,032 67,59 2,001 2,073
2 51,26 1,916 2,143 59,76 2,031 2,049
3 34,27 1.992 2,054 57,16 2,015 2,024
4 59,72 2,020 2,066 43,4 2,051 2,056
5 62,08 2,045 2,009 36,34 2,007 2,070
6 37,21 2,029 2,053 102,6 2,059 2,043
7 97,34 1,903 1,987 111,78 2,032 2,065
8 47,61 2,014 2,032 72,9 1,961 1,921
9 57,86 2,023 2,023 68,3 2,039 2,025
10 62,34 1,995 2,067 78,54 2,064 2,033
11 46,66 2,021 2,030 56,21 2,003 2,030
12 43,27 2,019 2,036 36,54 2,057 2,028
13 44,63 1,954 2,030 62,27 1,995 1,981
14 38,41 2,003 2,027 52,73 2,071 2,022
15 27,51 2,043 1,997 41,29 2,092 1,929
16 21,35 1,997 2,020 42,32 1,996 2,019
17 69,38 2,065 2,005 47,61 2,008 2,003
18 39.25 1,992 1,998 39,25 1,981 1,979
19 45,51 2,001 2,007 28,56 1,972 1,978
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RNA izolasyonu sonras1 gerceklestirilen gergek zamanli PZR reaksiyonu sonrasi

orneklerdeki DNA miktar1 agaroz jel elektroforezi ile tespit edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Saglikli kontrol grubuna ait bir periferik kan 6rneginden RNA izolasyonu sonrasi
cDNA eldesi ve real time PZR sonunda PZR firiinii DNA o6rneklerinin jel elektroforezinde
yiiritiilmesi (%2 agaroz jelde 45 dakika 90Volt) sonrasi goriintiilenmesi. 1. ve 7. 100bp’lik
DNA marker (Biomatik); 2., AIM2 (114 bp); 3., NLRP3 (142 bp); 4., CASPASE-1 (81 bp); 5.,
NLRC4 (183 bp); 6., GAPDH (130 bp) DNA 6&rneklerini gostermektedir.

Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, AIM2, NLRP3,
CASPASE-1, NLRC4 ve housekeeping gen olan GAPDH genlerine 6zgii primerler
kullanilarak ger¢cek zamanli PZR ile ¢ogaltildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin gergek
zamanli PZR ile ¢ogaltimi sirasindaki olusan ¢ogalim egrileri
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Her bir gen i¢in melting point grafigi asagida sunulmustur (Sekil 4.3-4.7).
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Sekil 4.3. AIM2 geninin erime noktas1 grafigi
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Sekil 4.4. NLRP3 geninin erime noktas1 grafigi
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Sekil 4.5. CASPASE-1 geninin erime noktasi grafigi
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Sekil 4.7. GAPDH geninin erime noktasi grafigi
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Real time PZR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda

ekspresyonu degismedigi bilinen bir referans gene ihtiya¢ vardir. Calismamizda

referans gen olarak GAPDH kullanilmistir. GAPDH geni igin 2(-Delta Delta C(T)) (2°

AACT

Tablo 4.2. Referans gen olan GAPDH igin 2" degerleri

) degerleri asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 4.2).

GAPDH SAGLIKLI HASTA
1 2,14746 5,305709
2 1,493580 1,723829
3 1,756412 0,405978
4 0,780587 0,336686
5 0,994906 1,222194
6 1,882476 0,659513
7 4,699905 0,020046
8 0,401266 0,645941
9 0,218035 5,57694
10 0,330479 2,53059
11 0,314827 0,301342
12 9,2704 0,57414
13 0,142856 0,394877
14 0,2897 0,524667
15 2,177438 1,515164
16 0,171067 0,441191
17 0,359143 0,244766
18 2,625572 0,562324
19 0,210608 1,646581
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Arastirmamiz sonucunda akut bruselloz grubunda AIM2 ve NLRC4 genlerinin

ifade edilme diizeyi saglikli gruba gore anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir (p<

0.05) (Sekil 4.8-4.9).
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Sekil 4.8. Hasta ve kontrol grubundaki AIM2 gen ifadelerinin karsilastirilmasi

* simgesi grubun kontrol grubundan istatiki olarak fakli oldugunu ifade eder (p< 0.05)
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Sekil 4.9. Hasta ve kontrol grubundaki NLRC4 gen ifadelerinin karsilastirilmasi

* simgesi grubun kontrol grubundan istatiki olarak fakli oldugunu ifade eder (p< 0.05)
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Buna karsin akut bruselloz grubunda NLRP3 inflamazom geninin ifade edilme
diizeyi saglikli kontrol grubuna gore 5 kat diisiik bulunmustur. Bu azalma istatistiki

olarak anlamli degildir (p> 0.05) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Hasta ve kontrol grubundaki NLRP3 gen ifadelerinin karsilagtirilmasi

Piroptoziste aktif duruma gelen CASPASE-1 gen ifadesi saglikli gruba gore
yiiksek olmasina karsin, bu artig istatistiki olarak anlamli bulunamamistir (p> 0.05)

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Hasta ve kontrol grubundaki CASPASE-1 gen ifadelerinin karsilastirilmasi

33



Akut bruselloz varliginda AIM2, NLRC4, NLRP3 ve CASPASE-1 genlerine ait
kat degisim grafigi asagida sunulmustur. Bu grafige gore AIM2 ve NLRC4 genlerinin
ifadelerinde bir artis gozlenmektedir. NLRP3 ve CASPASE-1 gen ifadelerinde ise bir
artis gozlenememistir (Sekil 4.12).

Kat Degisim

AIM2 NLRC4 NLRP3 CASPASE-1

Sekil 4.12. AIM2, NLRC4, NLRP3 ve CASPASE-1 genlerinin kat degisim grafigi
Degerler ortalama kat degisimi +standart hata olarak gdsterilmistir. Uretici firmanin
hesaplamalarinda 1> degerler anlamli artis olarak kabul edilmistir.

Saglikli kontrol ve akut bruselloz gruplarinda CASPASE-1’in gen ifadesi ile AIM2,
NLRP3 ve NLRC4 inflamazom gen ifadeleri arasinda bir korelasyon olup olmadigi
aragtirtlmistir. Bu analize gore, saglikli kontrol grubunda CASPASE-1-AIM2 ve
CASPASE-1-NLRP3 gen ifadelerinde korelasyon saptanmistir (p<0.05, r=0,79 ve
r=0,908). CASPASE-1-NLRC4 gen ifadeleri arasinda bir korelasyon saptanmamistir
(p>0.05, r=0,102). Akut bruselloz grubunda ise CASPASE-1-AIM2, CASPASE-1-
NLRP3 ve CASPASE-1-NLRC4 gen ifadeleri arasinda bir korelasyon tespit edilmemistir
(p>0.05).
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5. TARTISMA

Bruselloz antibiyotik tedavisi sonrasi iyilesme gosteren bir hastalik olmasina
karsin; tedavi sonrasi hastalarin bir kisminda enfeksiyon tekrar gelisebilmektedir. Bu
noktada akut bruselloz esnasinda dogal immiin yanitin yeterli diizeyde aktive olup
olmadig1 giiniimiizde halen tartisilmaktadir. Bu tezde inflamatuvar immiin yanitin
diizenlenmesinde rolii olan inflamazomlarin akut bruselloz esnasinda ifade edilme
diizeylerinin incelenmesi amaglandi. Arastirmamizda hasta grubunda AIM2 ve NLRC4
gen ifadelerinin kontrol grubuna gore arttigi gozlenmistir (p<0,05). NLRP3 ve
piroptozis hiicre 6liimiinden sorumlu CASPASE-1 gen ifadelerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hasta grubunda anlamli bir artisin olmadigi gozlenmistir (p>0,05).

Brucella’nin konak immiin sistem bilesenlerinden kagmak veya miicadele etmek
icin bir¢ok strateji sergiledigini kanitlayan 6nemli miktarda kanit vardir. Bu anlamda
bakterinin viriilanst énemli rol oynar. Brucella’larin hiicrelerde diisiik toksisite ve
uyarict bir etki saglamak i¢in PAMP’lar1 azaltma, degisiklige ugratma ve gizleme
yoluyla ilgili bir¢ok strateji gelistirdigi one stiriilmistiir (102).

Brucella konak hiicre igindeyken kendisi igin onem arz eden, bakterinin kendi
DNA’s1 gibi molekiiller salabilir. Daha sonrasinda konak immiinitesine katki saglayan
pro-inflamatuvar sitokinlerin iretimini ve salimmii indiikleyen Brucella DNA’si
sitosolik AIM2 inflamazom tarafindan algilanir. AIM2 inflamazom ¢ift zincirli DNA’y1
tantyan sitoplazik bir reseptordiir (103). AIM2 inflamazom tarafindan patojenlerdeki
DNA’nin taninmasi inflamazom aracili konak immiin yanitlarinin olusmasina yol acar.
Marko ve ark. (104) Brucella genomik DNA’sinin AIM2 inflamazomu i¢in bir ligand
oldugu fikrini savunmuslardir. AIM2 inflamazomunun makrofajlarda Brucella DNA’s1
tarafindan aktive edildigini ve bunun da CASPASE-1 aktivasyonuna ve IL-1B
salinimina yol actigini tespit etmislerdir. Ayrica, AIM2 knockout fareler Brucella
enfeksiyonuna yabanil tip kontrol farelerine gore daha duyarl oldugunu géstermislerdir.
Ancak, AIM2’nin Brucella enfeksiyonuna bagli olarak DNA’y1 nasil algiladigi hala
belirsizligini korumaktadir (105).

Virulant Mycobacteria fagozom i¢indeyken fagozom-lizozom birlesmesini inhibe
ederek ve lizozomun asidifikasyonunu engelleyerek hayatta kaldigi bilinmektedir. Son

zamanlarda, miyeloid hiicrelerdeki M. tuberculosis’in fagozomdan sitozole transloke
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oldugu bildirilmistir (106). Yang ve ark. (107) AIM2 inflamazomunun sitosolik DNA
ile aktive oldugunu goz Oniine aldiklarinda, M. bovis virulant sus ile enfeksiyonu
boyunca Mycobacteria’nin sitozole transloke oldugunu ve AIM2 inflamazomunun aktif
duruma geldigini gostermislerdir.

Rathinam ve ark. (68) AIM2" fare makrofajlarinda yaptiklari calismada F.
tularensis enfeksiyonu boyunca IL-18 iiretiminin azaldigini, bakteriyel yiikiin arttigin
ve mortalitenin hizlandigin1 kanitlamiglardir. Arastirmacilar yaptiklari ¢alismanin
sonucunda F. tularensis enfeksiyonunda AIM2 inflamazomunun pro-inflamatuvar
yanitlar1 uyarmada oldukga elzem bir kompleks oldugunu gostermislerdir.

Insanlarda Brucella enfeksiyonunda AIM2 inflamazomunun durumu simdiye kadar
aragtirtlmamistir. Arastirmamizda AIM2 inflamazomunun Brucella enfeksiyonu ile
birlikte aktif oldugunu gosterdik. Yani bakteri DNA’s1 ile aktive olan AIM2, akut
bruselloz hastalarinda da aktivasyon gostermektedir.

NLRP3 inflamazomu tarafindan baslatilan bir inflamatuvar yanit, konak kaynakli
cesitli tehlike sinyallerini tetikler. Marco ve ark. (104) NLRP3 knouck-out fare
makrofajlarinda yaptiklari ¢calismada IL-1p’nin daha diisiik seviyelerde salgilandigini ve
kontrol grubu farelerle karsilastirildiginda Brucella enfeksiyonuna daha duyarli
oldugunu gosterilmistir. Ancak bu duyarlilik ile ilgili mekanizma ayrintili olarak
aciklanamamustir.

NLRP3 inflamazomu tarafindan baglatilan bir inflamatuar yanit, metabolik
diizensizlik ve enfeksiyon gibi konakta ¢esitli durumlari tetiklemektedir. Bu son derece
degisken stres sinyallerinin tek bir inflamazom tarafindan nasil tetiklendigi acgikliga
kavusturulamamistir. NLRP3 aktivasyonu i¢in 6nemli unsurlardan biri de ROS’tur.
Marco ve ark. (104) yaptiklar1 ¢alismada Brucella’nin mitokondriyal ROS’u indiikledigi
ve bu sinyalin bakteriyal enfeksiyon boyunca inflamazom aktivasyonu ve IL-1P
salgilanmasinda gerekli oldugu saptamiglardir (104). Calismamizda NLRP3 gen
ifadesini hasta grubu ile kontrol grubunda karsilastirdigimizda anlamli olmayan bir artig
oldugu tespit edildi. Bu nedenle NLRP3 inflamazomunun aktivasyon mekanizmasiyla
ilgili karanlikta bulunan noktalarin aydinlatilmasi igin insanlarda Brucella
enfeksiyonuyla ilgili daha fazla ¢alisma yapilabilir.

Petrielli ve ark. (108) K" akismin NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu
tetikledigini gostermislerdir. Bu bilgiden yola ¢ikan Yang ve ark. (109) virulant M.
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bovis susunu kullanarak yaptiklar hiicre kiiltiiriinde, yiiksek K akismm IL-1p ve
CASPASE-1 olgunlagmasini ve salinimini engelledigini gostermislerdir.

Flajellar filamentin monomerik alt iinitesi olan bakteriyel flajellin bir PAMP olarak
kabul edilmektedir (110). Bakteriyel viriilans ile iliskili sekresyon sistemlerinde
bulunan makrofaj sitoplazmasina enjekte edilen flajellin NLRC4 tarafindan algilanir
(111, 112). NLRC4 inflamazomundaki CASPASE-1’in aktivasyonu; biyolojik olarak
aktif proinflamatuar sitokinler olan IL-1f ve IL-18’in olgunlagmasina ve salinimina yol
acar (113). Ayrica, bu inflamazom piroptozis olarak bilinen hiicre Olimiini
tetikleyebilir (114). Matthieu ve ark. (23) sitozolik PRR’ler tarafindan flajellinin
taninmasi ile Brucella ve konak arasinda immunolojik bir ayriliga yol acan bir yanitin
basglatildigint  gostermislerdir. Flajellin eksik mutantlarda dogal ve kazanilmis
bagisiklik, Brucella enfeksiyonunun kamufle edilmesinde veya kroniklesmesinde
onemli bir etken oldugunu gosterilmistir. Bu yiizden bruselloz baglaminda flajellin
"konak koruyucu bir faktor" olarak kabul edilir (115).

B. abortus bakteriyel replikasyonda 6nemli bir rol oynayan virB, T4SS’yi ifade
eder (116). Bakteriler, genetik degisim i¢in T4SS kullanirlar ve Okaryotik hedef
hiicrelere efektér molekiilleri ulastirirlar. Marko ve ark. (104) T4SS eksik Brucella
mutant suglariyla yaptig1 ¢alismada IL-1p sekresyonunun kontrol farelerine oranla daha
diisiik oranla sekresyonunu indiikledigini gdstermislerdir. Bu calismayla birlikte fare
makrofajlarinda NLRC4’iin dolayl1 yoldan T4SS vasitasiyla dogal immiin yaniti
tetikledigini soyleyebiliriz. Insanlarda Brucella enfeksiyonu varliginda NLRC4
inflamazomunun roliine iligkin bir ¢calisma simdiye kadar yapilmamistir. Calismamizda
insanlarda Brucella enfeksiyonu ile birlikte NLRC4 iflamazom geninin mRNA
ifadesinin arttif1 ve dogal immiin yanitin olusturuldugu tespit edilmistir. Bu bilgi daha
sonra yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.

Jianning ve ark. (70) insan makrofajlarindaki L. pneumophila’nin NLRC4
inflamazom aktivasyonunu tetikledigini gdstermislerdir. Insan makrofajlarinda bakteri
flajellini i¢in reseptdr olan NLRC4 inflamazomunun yoklugunda L. pneumophila ile
indiiklenmis dogal immiin yanitin olusumunda DNA’ya duyarli AIM2 inflamazomunun
sorumlu oldugunu gostermislerdir. Legionella’daki AIM2 inflamazomunun aktivasyonu
fare makrofajlarinda da olusmaktadir. Fakat AIM2 inflamazomu ile NLRC4
inflamazomu  karsilagtirlldiginda  flajellin  tarafindan  aktive olan NLRC4

inflamazomunun daha baskin bir sekilde aktive oldugu gosterilmistir. Insan ve fare
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inflamazom sistemlerindeki bu farklilik, U937 hiicrelerinde gozlenen L. pneumophila
hiicre ici replikasyonunun serbestligi ile agiklanmaktadir. Ayrica bu ¢alismada makrofaj
sitozoliine L. pneumophila DNA’smin sizdigint kanitlamiglardir. Bunun disinda daha
oncesinde tip I IFN yanitinin indiiklenmesiyle de acgiklanabilir (117-119). AIM2
inflamazomunun salinimi ve tip I IFN yanitin1 tetikleyen bakteriyel DNA’nin salinimi
F. tularensis ve L. monocytogenes gibi bakterilerde de gozlenmektedir (120, 121). Bu
yiizden intraselliiler bakteriler tarafindan salinan DNA konak immiin sistemi igin bir
PAMP olarak algilanir. Bu ¢alismada patojen kaynakli DNA, 6zellikle de mitokondriyal
DNA dogal immiin yanitin uyarilmasina katki sagladigini gostermislerdir (70).

Inflamazom bagimli CASPASE-1 aktivasyonu piroptozis olarak bilinen hiicre
olimii ile sonuglanabilir (114). Piroptozis hiicre i¢i patojenler ile enfeksiyona bagli
olarak cok sik olarak ortaya ¢ikmaktadir ve antimikrobiyal yanitin bir parcasi olma
olasiligt muhtemeldir (91, 122, 123). Aktif CASPASE-1 ¢esitli mikrobiyal
enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutmak icin konaga imkan saglar. Bu yiizden bu
patojenlerin CASPASE-1 aktivasyonunu kisitlamak igin g¢esitli mekanizmalar
gelistirmis olmasi sasirtici degildir. Marco ve ark. B. abortus ile indiiklenen CASPASE-
1 aktivasyonunun piroptozise yol agmadigini gostermislerdir (104). Simdiye kadar
insanlarda Brucella enfeksiyonunda CASPASE-1’in roliine iliskin bir ¢alisma
yaptlmamistir. Bu yiizden bu veriler insanlara uyarlamakta imkansizlasmistir.
Arastirmamizda Brucella enfeksiyonu ile CASPASE-1 gen ifadesinde anlamli bir
degisim olmadigi gézlenmistir. Bu yiizden insan makrofajlarinin Brucella enfeksiyonu
ile CASPASE-1’in yol actigi piroptozis olarak bilinen hiicre Olimiine gitmedigi
belirlenmistir. Bu sonug ile birlikte Brucella’nin hiicre i¢indeki yasam savasini
kazandig1 ve hayatta kalmaya devam ettigi diisiiniilmektedir .

Chen ve ark. (124) zayiflatilmis Brucella suis ile enfekte olmus makrofajlarda
yaptiklar1 aragtirmada CASPASE-1 aracili hiicre Sliimiiniin degilde CASPASE-2 aracili
hiicre 6liimiiniin indiiklendigini gostermislerdir. Brucella piroptozisi onlemek igin bir
strateji gelistirmistir. Bu nedenle Brucella hiicre i¢i replikasyonunu saglar. Ancak
Brucella bakterisinin hangi mekanizma ile replikasyonuna devam ettigi su ana kadar
aydinlatilamamistir. Mycobacterium ve Franciscella CASPASE-1 aktivasyonunun
inhibe edebilmek icin ¢esitli mekanizmalara sahiptirler. Fakat bu bakterilerin in vivo

zayiflatilmis mutantlart CASPASE-1 aktivasyonunu kontrol edemez. Bu bulgular aktif
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CASPASE-1 seviyesinin arttig1 ve piroptozisin bakteriyel replikasyonu sinirladigi
diistincesi ile tutarlidir (125, 126).

CASPASE-1 ve ASC; Franciscella (127), S. pneumoniae (128), ve S. typhimurium
(129, 130) gibi ¢ogu patojene kars1 savunmada dogal immiinitede konak i¢in 6nemlidir.
Marco ve ark. ASC, CASPASE-1, AIM2 ve NLRP3 gibi inflamazom ve inflamazom
bilesenlerinin eksik oldugu farelerin B. abortus enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu
gostermislerdir. Ayrica Brucella enfeksiyonuna karsi gelismis bu duyarlilik CASPASE-
1, ASC, AIM2 ve NLRP3 knouckout farelerde, IL-1f iiretimi ve muhtemelen 1L-18
tiretiminde azalmaya neden olmaktadir (104).

Genetik calismalarda ASC’nin; NLRC4, NLRP3 ve AIM2 inflamazomu i¢in bir
adaptor protein oldugu gosterilmistir. ASC, CASPASE-1 aktivasyonu ve IL-1f tiretimi
icin mikrobiyal kaynakli sinyallerle isbirligi yaptig1 gosterilmistir (131). Marco ve ark.
westerblot analizleri, biyokimyasal analizler ve histopatolojik bulgular 1s18inda
B.abortus ile enfekte edilmis makrofajlardaki CASPASE-1 aktivasyonunun ve IL-1B
sekresyonunun mekanizmasimi arastirmiglardir. Bu ¢alismada ASC’nin Brucella
enfeksiyonu boyunca CASPASE-1’in aktivasyonunu; ayrica IL-1B olgunlagmasini ve
salinimini indiiklemede gerekli oldugunu géstermislerdir (104).

Sonug olarak; inflamazomlar; Brucella enfeksiyonu ile birlikte immiin sistemin
bir pargasi olarak aktiflesmektedir. Brucella enfeksiyonu sonrasinda insanlarda
inflamazomlarin aktivasyonunu belirten bir ¢alisma simdiye kadar yapilmamistir. Bu

yiizden elde edilen her bulgu bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in 6nemli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akut bruselloz sirasinda dogal immiin yanitin etkin diizeyde aktive olup olmadigini
arastirdigimiz bu ¢alismamizda, dogal immiin yanitin etkinligini belirlemek amaciyla
akut bruselloz hastalarindan ve saglikli bireylerden elde ettigimiz periferik kanlardan
inflamasyonda rolii olan AIM2, NLRP3 ve NLRC4 inflamazom genlerinin ve piroptozise
yon veren CASPASE-1 geninin ifade edilme diizeyleri arastirilmustir.

Sonug¢ olarak bu genlerden AIM2 ve NLRC4 genlerinin ifadesinin artmasi, akut
brusellozda AIM2 ve NLRC4 inflamazomlarinin etkin bir rol oynayabilecegini bize
gosterdi. Calismamizda akut bruselloz esnasinda NLRP3 geninin ifadesinde anlamli bir
degisiklik olmadigini gordiik. Bu durum bize NLRP3 inflamazomunun akut brusellozda
etkinliginin olmayabilecegini diisiindiirdii. Ayrica ¢alismamizda CASPASE-1 gen
ifadesinin degismemesi akut brusellozda piroptozis olarak bilinen hiicre 6liim yolaginin
etkin olmayabilecegini bize gosterdi. Fakat akut bruselloz sirasinda dogal immiin yanit
olustugu bilinmektedir. Dogal timmiin yanit olusumu inflamazom kaynakli olmayip
farkli hiicre yolaklarindan kaynaklanmis olabilir. Bu yolaga 6rnek olarak bir sitokin
olan Tiimor Nekroz Faktor-o verilebilir.

Buldugumuz veriler 1siginda akut brusellozun tedavisinde AIM2 ve NLRC4
genlerinin ifadesinin arttirilmast dogal immiin yanitin etkinligini arttirarak iyilesme
siirecine katkida bulunabilir. Bagka bir 6nemli noktada akut bruselloz esnasinda TNF-q,
TNF-y ve IL-1P gibi sitokinlerin 6nemli rol oynadigidir. Bu baglamda akut brusellozun
tedavisiyle ilgili yapilacak ¢alismalarda bu durum g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Patojenlerle iliskili diger hastaliklarda dogal immiin yanitta hangi inflamazomlarin
rol oynadig1 aydinlatilmasi gereken baska bir noktadir. Bdylece inflamazomlarin dogal
immiin yanit mekanizmasindaki rolleri daha net bir sekilde anlasilacaktir ve bu

yolaklarin tam olarak bilinmesi yeni tedavi yontemleri i¢in bizlere 151k tutacaktir.
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EK-3: HASTA BIiLGILENDIRME FORMU

AKUT BRUSELLOZDA BAZI INFLAMAZOM GENLERININ
IFADE EDILME DUZEYININ ARASTIRILMASI

Bu calismanin amaci doktorum tarafindan bana, hastaligim olan bruselloza
neden olan mikrobun benim bagisiklik sistemine olan etkilerin arastirilmasi oldugunu
sOyledi. Arastirma sonuclarinin hastaligim olan bruselloz patogenezinin ve olusturdugu
etkilerin sebeplerinin daha iyi arastirilmasina katkida bulunabilecegi belirtildi.

Bana, arastirma sirasinda hastaligima neden olan mikropla ilgili kan alinacag,
alinan bu kandan aragtirmaya yonelik laboratuvar testleri yapilacagi anlatild.

Doktorum bana, s6z konusu g¢alisma esnasinda uygulanacak olan islemlerin
hicbir risk tasimadigini sdyledi.

Bu calisma ile hastaligimin tedavisinde degisiklik yapilmayacagi ve bu
calismadan c¢ikarilan sonuglarin baska insanlarin yararma kullanilabileceginin
bilincindeyim. Hastaligimin seyri doktorum tarafindan siirekli olarak takip edilecek ve
ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar tedavi edilecektir.

Doktorum bu c¢alismanin Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan, bu Helsinki Deklerasyonu’nda belirtilen maddelere gore ahlaki, vicdani ve
tibbi kurallara uygun oldugu onaylanmis oldugunu belirtmistir.

Calismanin yiiriitiilmesinden sorumlu doktor veya destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihtimalim nedeniyle, benim onayimmi
almadan beni ¢aligma kapsamindan ¢ikarabalecegini biliyorum.

Calismanin yliriitiilmesi, olasi yan etkiler veya bir hasta olarak haklarim
konnusunda kafamda sorular belirdiginde doktorum .....................coo (Tel: 0
422 3410660-4404) ile baglanti kurmamin yeterli olacagi bilincindeyim.

Calisma siiresince tutulan biitiin kayitlar, benden alinan kan 6rnekleri iizerinde
hastaligim ile ilgili testler yapilabilir. Ureyen mikrop, dosya bilgileri, bu calismadan
elde edilen bilgiler ve calismanin sonuglar1 toplantilar veya bilimsel yayinlarda

sunulabilir, ancak bu durumda kimligim kesin olarak gizili tutulacaktir.
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Sorumlu doktora haber vermek kaydiyla, bu calismadan istedigim an
¢ikabilecegimin bilincindeyim. Bu c¢alismaya katilmayir reddetmem yada sonradan
¢ekilmem halinde hicbir sorumluluk altina girmedigimin ve bu durumun simdi ya da
gelecekte ihtiyacim olan tibbi bakimi higbir sekilde etkilemeyeceginin bilincindeyim.

Bu olur formunu imzalamadan 6nce yukaridaki bilgileri okudum veya bana
okunmasini sagladim. Bu bilgilerin i¢erigi ve anlami bana agiklandi. Bana aklima gelen
biitlin sorular1 sorma firsati tanindi ve sorularima tatminkar cevaplar aldim. Bu
calismaya katilamayacagim ya da katildiktan sonra vazgectigim takdirde higbir yasal
hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu g¢alismada yer almayr goniillii olarak kabul
ediyorum.

Bu bildirimli olur sézlesmesinin imzal1 bir 6rnegini aldim.

Hastanin Ad1 ve Soyadi imzas1 Tarih

(Veli veya vasisinin)

Sorumlu Doktorun Adi ve Soyadi Imzas1 Tarih

Tamigin ad1 ve soyadi Imzas1 Tarih
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