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1. OZET

Brucella melitensis Enfekte Makrofajlarda Cisplatin Tedavisinin Konak

Savunma Sistemini Giiclendirici Etkilerinin Arastirilmasi

Bruselloz Brucella etkenleri tarafindan hayvan ve insanlarda ekonomik ve énemli
saglik sorunlar1 olusturan kronik karakterde enfeksiyoz bir hastaliktir. Hastalikta konak
canli savunma sisteminin zayif uyarilmasi hastaligin kroniklesmesinde onem tasir. Bu
calismada, kemoterapétik ajanlardan cisplatin tedavisinin Brucella melitensis ile enfekte
hiicrelerde konak savunma sistemini gii¢lendirici etkileri arastirildi. Arastirmada insan
monositik hiicre hatt1 (U937) kullanildi. Monositler makrofajlara doniistiiriildiikten sonra
B. melitensis ile enfekte edildi ve 48 saate kadar 20 uM cisplatin ile muamele edildi.

Cisplatinin konakta oksidatif stres, yangi gelisimi ve viabilite iizerine etkileri arastirild.

Hiicre kiiltiirii siipernatantlarinda malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO)
seviyeleri, hiicre homojenatlarinda glutatyon (GSH) diizeyi, antioksidan enzimlerden
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile oksidanlardan ksantin oksidaz (XO)
ve myeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlendi. Cisplatinin
enfekte hiicrelerde canli-6lii oram {izerine etkisi tripan mavisi, viabilite ise kantitatif MTT
testi ile yapildi. Yangi mediatorlerinden tiimor nekroz faktor (TNF-a) ve interlokin (IL-12)
diizeyleri ticari ELISA kitleri kullamilarak yapildi. Her iki sitokin ile uyarlabilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) mRNA transkripsiyon analizleri kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) ile degerlendirildi.

Nitrik oksit enfeksiydz etkenlere karsi sitotoksisitede biiylik Onem tasiyan bir
molekiildiir. Ancak Brucella ile enfekte insan makrofajlarinda NO {iretiminin olmadigi
saptandi. Cisplatin tedavisi enfeksiyon siiresince NO sentezini yiiksek diizeylerde artirdi (p
< 0.0001). Cisplatinin NO artiric1 etkisinin iNOS aktivasyonu ile gerceklestigi tespit edildi.
Tedavi ile artan NO Brucella enfekte makrofajlarda yaklasik %80 oraninda viabilite
kaybina neden oldu. Cisplatin GSH diizeyini diisiiritken (p < 0.05), MPO ve XO
aktivitelerini artirdi (p < 0.001). Antioksidan enzimlerden CAT degismezken, GSH-Px
aktivitesinde artis gdzlendi (p < 0.001). N-asetil sistein kullanimi cisplatinin neden oldugu
viabilite kaybim1 tamamen Onledi. Bu sonug, cisplatinin enfekte hiicrelere yaptig1 sitotoksik

etkide uyarilan oksidatif olaylarin 6nemini gostermektedir. Bununla birlikte cisplatin
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hiicrelerde lipid peroksidasyonunu da artirdi. Brucella enfekte hiicrelerde IL-12 ve TNF-a
liretimi saptanamazken, cisplatin bu iki mediyatdr sentezini diisiik diizeyde artirdi.

Cisplatinin apoptotik etkisinde her iki sitokin sentezi de rol almis olabilir.

Bu arastirmadan elde edilen verilere gore, B. melitensis ile enfekte insan
makrofajlarinda konak savunma sistemi yeterince uyarilmamaktadir. Cisplatin yangi ve
oksidatif stresi uyararak enfekte hiicrelerde yiiksek diizeylerde Oliimlere yol agmaktadir.
Bruselloz hastaliginin sagaliminda antibiyotik tedavinin yam sira apoptotik etkili diger

alternatif yontemlerin arastirllmasi 6nem tasiyabilir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Bruselloz, Brucella melitensis, Cisplatin, U937.
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2. ABSTRACT

An investigation on the effects of cisplatin treatment whether supports the host

defense system in macrophages infected with Brucella melitensis

Brucellosis is chronic infectious disease caused by Brucella spp. which leads
economic and important health problems for human and animals. Weak stimulation of the
host’s immune system during the disease by Brucellae is an important factor for the
chronic brucellosis. In this study, the intensifying effects of cisplatin, a chemotherapeutic
agent, on the host’s defense system in Brucella melitensis infected macrophages was
investigated. For this purpose, human monocytic cell line (U937) was used. Monocytes
were first differentiated into macrophages and infected with B. melitensis then treated by
20 uM cisplatin up to 48 hours. The effect of cisplatin on viability, oxidative stress and

progression of inflammation was studied in the host.

Malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) levels in cell culture supernatants,
glutathione (GSH) levels in cell homogenates, the activities of antioxidant enzymes such as
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and the activity of oxidants xanthine
oxidase (XO) and myeloperoxidase (MPO) were analyzed by a spectrophotometer. Live-
dead ratio rate was determined by trypan blue dye exclusion and the effect of cisplatin on
viability was verified by the quantitative MTT test. Inflammatory mediators such as tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-12 (IL-12) levels were determined by
commercial ELISA kits. Both of the cytokines and inducible nitric oxide synthase (iNOS)
mRNA transcription analyses were evaluated by quantitative polymerase chain reaction

(PCR).

Nitric oxide has an important cytotoxic molecule against infectious agents.
However no production of NO was established in Brucella infected macrophages. Cisplatin
treatment was increased NO synthesis at very high levels (p < 0.0001) during infection
periods. It was determined that cisplatin’ enhancement of NO concentration managed by
iNOS activation. Elevated NO caused viability lost approximately 80 % of Brucella
infected macrophages. Although cisplatin decreased GSH levels (p < 0.05), it significantly
increased MPO and XO activities (p < 0.001). While CAT activity was not changed, an

increase of GSH-Px activity was observed (p < 0.001). N-acetyl cysteine treatment was
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completely prevented the viability lost caused by cisplatin. This result demonstrated that
oxidative events which were induced by cisplatin treatment are important for the combat
brucellosis. However, cisplatin has also increased lipid peroxidation in the cells. There was
no IL-12 and TNF-a production in Brucella infected cells, though cisplatin increased both
of the mediators at low levels. These cytokines may play role on the cytotoxic effect of

cisplatin.

It was concluded that host’ defense mechanisms was not induced enough in B.
melitensis infected cells. Cisplatin caused excessive amounts of death in Brucella infected
cells with cytotoxic action by inducing inflammation and oxidative stress. Besides
antibiotic treatments in human brucellosis, other apoptotic agents should be considered and

more investigated as an alternative method.

Keywords: Apoptosis, Brucellosis, Brucella melitensis, Cisplatin, U937.



3. GIRIS VE GENEL BiLGILER

Bruselloz, Brucella tiirii bakterilerin neden oldugu, temelde koyun, keci, sigr,
domuz gibi evcil hayvanlarda hastalik yapan, ancak cesitli yollarla insanlara bulasan
kronik seyirli bir enfeksiyon hastaligidir. Insan brusellozu, akut donemde yiiksek ates,
siplenomegali, gece terlemesi, eklem agris1 gibi belirti ve bulgularla seyredebildigi gibi;
sinsi baglangichi, romatizmal ve psikiyatrik hastaliklar1 taklit edip atipik belirti ve
bulgularla seyrederek kronik bir 6zellik kazanabilir (Young 1995). Bu hastalik ilk kez
1885°de Malta adasinda Sir David Bruce tarafindan tanimlanmis ve Malta Hastalig1 olarak
da isimlendirilmistir. Hastalik dalgali humma ve koyunlardan insanlara bulasmasi1 nedeni
ile de halk arasinda koyun hastalif1 gibi isimlerle de anilir (Gotuzzo ve Cellillo 1992).
Bruselloz ¢ogu gelismis iilkede eradike edilmis olmakla birlikte aralarinda Tiirkiye’nin de
bulundugu baz1 Akdeniz iilkeleri, Arap Yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve Giiney

Amerika’nin baz1 bolgelerinde endemik olarak goriilmektedir (Corbel 1997).

Hayvanlarda yavru kayiplari, siit veriminde azalma ve kisirlik gibi olumsuz etkileri
dikkate alindiginda bruselloz evcil hayvanlarin en énemli hastaliklarindan biri olarak kabul
edilir. Hastaligin cabuk yayilmasi, kontrol ve miicadelesinin gii¢liigii ve bu miicadelenin
uzun siire almasi sebebiyle 6nemli ekonomik kayiplara sebep olur (Tiiriitoglu ve ark 2003).
Hayvan ve hayvansal {iriinlerin ticaretine engel teskil etmesi ve cogunlugu kirsal kesimde
bulunan kisith imkanlara sahip hayvan yetistiricilerinin sosyo-ekonomik gelisimini
engellemesi gibi zararlar1 da onemlidir. Bununla birlikte insan sagligi acgisindan tasidigi
risk hastaligin 6nemini daha da artirmaktadir. Hayvanlarda bruselloza kars1 etkin asilama
programlari uygulanmakla birlikte, hastaliga yakalananlar tedavi edilmez ve kosullu olarak
tiikketime sunulur. insanlarda tedavisi uzun siiren bu hastalik, fiziksel yetersizlik ve is giicii
kayiplarina neden olurken, tedavi ve hastane giderleri de dnemli bir ekonomik problemdir.
Insanlar1 bu hastaliktan koruyabilecek etkili bir as1 heniiz gelistirilememistir. Brusellozun
insanlarda relaps oOzelligi tasimasi ve tedavisinin uzun siirmesi, antibiyotik tedaviye
ragmen hastalarin bir kisminda tekrarlamasi 6nemini artirmaktadir (Gross ve ark 2003, Ko

ve Splitter 2003, Christopher ve ark 2005).

Bu aragtirmanin amaci, antibiyotiklerle tedavisi gii¢ olan ve kronik karakter tagiyan
insan brusellozunda alternatif tedavi yollarinin aranmasidir. Bu sebeple konakta
antibakteriyel etkili oksidatif olaylarin, immun sistemin ve apoptozun uyarilmasi i¢in B.

melitensis ile enfekte makrofajlarda kanser tedavilerinde sik kullanilan bir kemoterapotik



ajan cisplatin kullanildi. Kronik 6zellik tasiyan brusellozda konak savunma mekanizmalar1
ve cisplatinin bunlar iizerine olan etkisi aragtirild. Intraselliiler bir etken olan Brucella ve
konak arasindaki immunolojik ve biyokimyasal iliski ve hastaligin kroniklesmesindeki

etkenlerin tanimlanmasi tedavide onem tasiyacak gelismeler olacaktir.
3.1. Etiyoloji

Brucella etkenleri; 0,6 pum eninde, 1,5 pum boyunda, Gram-negatif, hareketsiz,
sporsuz, kapsiilsiiz, aerob kokobasillerdir (Sekil 3.1). Etkenler, 37 °C (10-40 °C), pH: 6.6-
7.4°de optimal cogalir ve hemolitik olmayan, pigmentsiz diiz ya da piiriizli koloni
yaparlar. Diiz koloniler daha virulandir ve virulanstan hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
sorumludur. Intraselliiler ortamlarda g¢ogalirlar ve bdylece organizmamin savunma
mekanizmalarindan kaginabilirler (Christenson 2002).

Insanlarda hastalik etkeni baslica Brucella tiirleri ve rezervuarlart sunlardir;
Brucella melitensis; koyun ve kecilerde, B.abortus: daha ¢ok sigir ve mandalarda, B.canis:
kopeklerde, B.suis: domuzda enfeksiyon yapar (Pappas ve ark 2006). Tiirkiye’de hastalik
etkeni olarak izole edilen tiirlerin biiyiik cogunlugunun B.melitensis oldugu bildirilmistir
(Baykam ve ark 2002). Insanlarda enfeksiyona yol acan tiirler arasinda en viriilam
B.melitensis’dir (DelVecchio ve ark 2002). Endemik bolgelerde pastorize edilmemis koyun
ve keci siitiinden yapilan peynirler B.melitensis enfeksiyonunun en 6nemli kaynagidir.
Bakteriler siit, krema ve peynir gibi gidalarda uzun siire (8-11 hafta) canli kalabilir.
Hastaligin inkiibasyon siiresi Brucella tiirline, bulagsma yoluna ve alinan bakteri sayisina

bagli olarak farklilik gosterir (Young 1995).

Sekil 3.1. Brucella spp.’mn elektron mikroskobundaki goriiniimii



Insanlarda bruselloz genellikle iisiime, titreme, ates, halsizlik, istahsizlik, eklem,
sirt ve bas agrist belirtileriyle baglar. Ates yavas yavas artis gostererek en yiiksek seviyeye
ulagir, ardindan ayni sekilde yavas yavas azalma olur (tipik dalgali ates). Bruselloza bagl
gece terlemeleri goriilebilir. Hastaligin agir seyrettigi olgularda terleme daha yogundur.
Tiim eklem ve kaslarda agr ile birlikte halsizlik goriilebilir. Gezici nitelikte artrit ve sirt
agris1 sik goriiliir. Istahsizlik hastaligin ilk bulgularindan biri oldugu igin arastirilmalidir

(Fuing ve Groshek 2000).
3.2. Epidemiyoloji

Hastaligin hayvanlardan insanlara bulastirilmasinda infekte hayvan dokulari, kani,
biitiinliigi bozulmus deri veya konjonktivaya direkt temas; kontamine et, siit ve siit
iriinlerinin  sindirim kanalindan alinmasi ve inhalasyon olmak iizere ii¢ dnemli yol
bilinmektedir. Infekte hayvan organlar ile temas hayvan kesicileri, kasaplar ve veteriner
hekimler arasinda goriilen sik bulagma yollarindandir. Pastorize siit kullaniminin
yayginlagtirllmadig, ¢ig siitten yapilmis peynir tikketimi aligkanligina sahip 6zellikle kirsal
bolgelerde en onemli bulagsma yolu intestinal yoldur. Aerosol yol ise siklikla laboratuvar

calisanlarinda goriilmektedir (Young 1995).

3.3. Patogenez

Brusellozun olusabilmesi i¢in Brucella etkenlerinin vucuda girdikten sonra
yasamunt siirdiirmesi gerekir (Dornand ve ark 2002). B.melitensis hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkaritler (LPS) zayif antijenik 6zellik tasir, bu nedenle bakteriye kars1 konak
immiin yanitin da hafif derecede gelisimine neden olur. Ayrica, Brucella tiirleri kiiltiire
edildikten sonra ortamdan etkilendikleri, baz1 proteinler iireterek stres kosullar1 karsisinda
tepki verebildikleri gosterilmistir (Corbel ve MacMillan 1998). Viicuda giren bakteriler
oncelikle mononiikleer veya polimorfniikleer 16kositlerlerce (PMNL) fagosite edilir. Diger
turlerin aksine, B. melitensis PMNL’de intraselliiler ortamda bakteri oOldiriicii
mekanizmalara direng gosterir. Bakteriler cesitli yollardan organizmaya girdikten sonra
fagosite edilen, ancak PMNL’ler tarafindan oldiiriilememis bakteriler hizla bolgesel lenf
bezlerine ilerler ve burada iiredikten sonra lenf yolu ile genel dolagima karnsirlar. Geligen
bakteriyemi sonucunda tiim viicuda yayilir, bakterinin daha ¢ok retikuloendoteliyal sistem
(RES) organlarina lokalize olma egilimi vardir. Ozellikle dalak, karaciger, kemik iligi ve
lenf bezleri olmak {iizere, organ fagositlerince tutulduktan sonra bu hiicreler iginde

oldiiriilememis olan bakteriler intraselliiler olarak iiremelerini siirdiiriirler (Young 1995).



Makrofajlar tarafindan fagositozu takiben bakteriler 62, 28, 24 ve 17 kDa
agirliklarinda 6zel proteinler iiretir. Bu proteinlerin makrofajlar tarafindan bakterilerin
oldiiriilmesi amaciyla olusturulan asidik ortama diren¢ sagladigi rapor edilmistir (Teixeira-

Gomes ve ark 2000).

Brucella etkenlerinin fagositik hiicreler i¢cinde yasayip ¢cogalmasinda etkili oldugu
ileri siiriilen mekanizmalar arasinda fagolizozom fiizyonunun engellenmesi, lizozomal
enzimlere direng gostermeleri, konaktan hidrojen peroksit (H,O,) iiretiminin 6nlenmesi ve
boylece oksidatif mekanizmalara direng gostermeleri sayilabilir. Ayrica etkenlerin
siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitesine sahip olmalar ile reaktif oksijen
metabolitlerini uzaklastirarak oksidatif yikimlara karsi koymalart etkenlerin gelistirdigi
savunma mekanizmalar1 arasinda bulunur (Young 1995, Gross ve ark 2000, Doganay ve
Aygen 2003).

Mononiikleer hiicrelerde progressif proliferasyon sonucu etkenlerin yerlesim
gosterdigi RES organlar1 biiyiir (siplenomegali, hepatomegali gibi). Hiicre igerisinde
tiremekte olan bakteri, ayn1 zamanda antikor tehtidinden ve kullanilan antimikrobiyal
ajanlardan uzun siire korunmus olur. Bu nedenle bruselloz tedavisi uzun siirer. Bakteriye
karsi immiinitenin gelismesi ve makrofajlarin aktive olmasi ile mikroorganizmalar
oldiiriilmeye baglanir ve bakterinin sahip oldugu hiicre duvar antijenleri (LPS =
endotoksin) kana gecer. Organizmanin bu endotoksine yaniti ile hastalikta goriilen birgok
belirti ortaya cikar. Aktive makrofajlar ile persistan mikroorganizmalar arasinda devam
eden savasimda, karakteristik doku yanmiti olarak graniilomatéz reaksiyonlar geliserek;
doku ve organlarda graniilomlar olusur. Savunma mekanizmalarn ile ortadan
kaldirilamayan bakteriler, graniilomlarda sinirlandirilmaya cahisilir. Ozellikle dalak,
karaciger ve kemik iliginde epiteloid hiicreler, plazma hiicreleri ve mononiikleer hiicreler
ile cevrili graniilomlar, brusellozun karakteristik histopatolojik goriiniimiinii olusturur
(Chugh ve ark 2001).

Brucella etkenleri Salmonella ve E.coli gibi diger baz1 Gram negatif bakterilerde
bulunan ekzotoksin, invaziv proteazlar, kapsiil, viriilans plazmidler, endotoksik
lipopolisakkaritler, lizojenik fajlar1 ve apoptoz (programli hiicre 6liimii) uyaric1 faktorleri
bulundurmazlar (Gorvel ve Moreno 2002, Moreno ve Moriyon 2002). Bu nedenle etkenler
konak hiicre membraninda bir bozukluk olusturmadan RES’e gecerek mononiikleer
hiicrelerce fagosite edilip intrasellular ortamda ¢ogalip gelisebilme kabiliyetine sahiptirler

(Ficht 2003, Gross ve ark 2003). Bakteriler, fagolizozom fiizyonunu engeller ve fagosite



edilmelerine ragmen lizozomal enzimlere direngli olduklari i¢in ortamdan kaldirilamazlar.
Konak ile patojen arasindaki immiinolojik ve biyokimyasal iligki ve altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz bilinmemektedir. Ancak etkenlerin fagositozunu takip
eden ilk saatlerde makrofajlarda siklik adenozin monofosfat (cAMP) sentezi uyarilarak
protein kinaz A (PKA) yolaginin uyarildigi, bunun sonucu yangimin baskilanip etkenlerin
konakta yerlesip yasama sanst buldugu ileri siiriilmiistiir (Gross ve ark 2003).

Apoptoz organizmanin savunma mekanizmalarindan birini tegkil eder. Makrofajlar
intrasitoplazmik bakteriyel etkenleri ortadan kaldirmak icin kendi apoptozuna neden
olabilir. Makrofajlarin bakteri fagositozunu takiben patojenin Oldiiriillmesi i¢in konak
savunma mekanizmalar1 ardigik olarak (cascade) harekete gecer (Sekil 3.2). Ancak
Brucella enfeksiyonlarinda apoptozun engellenmesi hastalifin gelisiminde ©nemli bir
basamagi teskil eder. Gross ve ark (2000) B. suis ile enfekte insan monositlerinin spontan
olarak goriilen apoptozu baskiladiginmi saptamislardir. Brucella etkenlerinin enfekte
makrofajlarda gelistirdigi bir mekanizma ile apoptozu inhibe etmesi patojenin intraselliilar
ortamda uzun siire yagama sansini artirmaktadir (Dornand ve ark 2002, Gross ve ark 2004).

Boylece patojen etkenler fagositik hiicrelerde antibakteriyel etkilerinden korunmus olur.
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Sekil 3.2. Makrofajlarda intraseliiler Brucella etkenlerinin hareket yollar1 (Fugier ve ark 2007).



3.4. Brusellozda immunite

Konak hiicre sitoplazmasinda kalic1 parazitlik, etkenin kendi saldirganligina
dayanabilmesi anlamina gelmektedir. Bu nedenle intraselliiler bakterilerin self-toksisitesi
diisiik olmaktadir. Hiicre i¢cinde yasama, koruyucu immun cevabin niteliklerini belirgin
sekilde etkiler. Brusellozda hiicresel immiinite 6n plandadir. Enfeksiyonun kontrolii
yardimc1 T lenfositlerce (Thl) salgilanan sitokinlerin makrofajlarin bakterisidal
mekanizmalarim aktive etmeleri ile gerceklesmektedir. B.melitensis’in meydana getirdigi
enfeksiyonun iylesmesinde zayif da olsa Thl tip immiin yanit rol oynamaktadir (Ko ve
Splitter 2003, Akbulut ve ark 2007). Brusellozda gelisen dogal immiin yanit, ilk etapta
viicuda giren bakteri sayisimi azaltmaya yoneliktir. Bu islemin gerceklesmesi siirecinde,
Thl tip immiin yanmtin konakta hakimiyeti saglanmaktadir. T hiicrelerinin Brucella
enfeksiyonundaki ana gorevi makrofajlarin ve sitotoksik T-lenfositlerin aktivasyonu ve
IgG2a ve IgG3 izotip degisimi i¢in gerekli interferon-y (IFN-y) salgilamaktir (Dornand ve
ark 2002). CD4+ (yardimci T-hiicre), CD8+ (sitotoksik T-hiicre) ve yd T hiicreleri
tarafindan salinan IFN-y makrofajlarin bakterisidal fonksiyonunu harekete gecirir (Yingst
ve Hoover 2003). Ayn1 zamanda sitotoksik CD8+ ve yo-T hiicreleri infekte makrofajlari
oldiirmektedir. Th1 aktivasyonu sonucu gelisen IgG2a ve IgG3 patojenin opsonizasyonunu

saglayarak fagositozunu kolaylastirmaktadir (Dornand ve ark 2002).

Intraselliiler bakteri enfeksiyonlarinda, humoral immunitenin etkisi oldukga
sinirhdir, baslangigta IgM sonra IgG salgilanir. Tedavi ile iyilesen olgularda IgG azalir
ancak IgM yillara gore diisiik titrede kalabilir. IgG seviyesi yliksek ya da titresi giderek

artiyorsa enfeksiyonun devam ettigi ya da relaps gelistigi diistiniiliir (Christenson 2002).
3.5. insan Brusellozunda Tedavi Uygulamalar

Insanlarda hastahiga bagh ciddi komplikasyonlarin ve tekrarlayan enfeksiyonlarin
onlenebilmesi icin uygun ve yeterli tedavi onem kazanmaktadir (Shamelian 2000, Pappas
ve ark 2005). Bununla birlikte uzun siiren arastirmalara ragmen bruselloz tedavisinde
istenilen bagartya heniiz ulasilamamistir. Bruselloz tedavisinde giiniimiizde en yaygin
kullanilan antibiyotikler tetrasiklin, doksisiklin, rifampisin, streptomisin, gentamisin,
kotrimoksazol ve seftriaksondur (Agalar ve ark 1999). Tedavide ikili, bazi durumlarda da
liclii kombinasyonlar onerilmektedir (Shamelian 2000). Diinya Saglik Orgiiti (WHO)

insanlarda bruselloz tedavisinde doksisiklin ve rifampisin veya streptomisin



kombinasyonlarinm1 6nermektedir. Buna gore, rifampisin (600-900 mg/giin) ve doksisiklin
(200 mg/giin) kombinasyonun 6 hafta siireyle kullanilmasi tavsiye edilmektedir (WHO
2004). Baz1 aragtirmacilar ise streptomisin ve tetrasiklin kombinasyonunun tedavide daha
basarili oldugunu ve bu tedavi uygulandiginda niikslerin daha az goriildiigiinii
savunmaktadir (Solera ve ark 1997). Rifampisin ve tetrasiklin kombinasyonu bazi hasta
gruplarinda denenmis olmasina ragmen yeterli sonug elde edilememistir. Immiinosiiprese
ajanlarla tedavi denenmis olmasina ragmen doz ayarlamasi yapilamadigl i¢in basarisiz
kalmistir (Raptopoulou-Gigi ve ark 1983). Antiinflamatuvar ajanlar bazi1 hasta gruplarinda
da hastalik semptomlarinin azalmasini saglamakla birlikte etkisi gegici olmaktadir (Solera
ve ark 1997). Antijen tedavisi ¢ok tehlikeli goriildiigii icin Onerilmemektedir (Corbel ve
MacMillan 1998).

Cisplatin kanser tedavilerinde sik kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir.
DNA’da replikasyon ve transkripsiyonu inhibe ederek hiicrelerde apoptoza neden olur.
Bununla birlikte cisplatin uygulanan makrofajlar tiimérisidal kapasite kazanir ve yangi
uyarict interlokin-12 (IL-12) ve tiimor nekroz faktdr (TNF-a) gibi sitokinler ile reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerini iiretirler. Bu ¢alismada makrofajlarda intraselliiler yerlesim
gosteren, hiicre icinde yasayip ¢ogalabilen Brucella etkenleri iizerine cisplatin tedavisinin

etkileri arastirildi.

3.6. Cisplatin

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum; CDDP) (Sekil 3.3) mesane, testis,
ovaryum, bas ve boyun bolgesi kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin bicimde kullanilan
platin tiirevi bir kemoterapotik ajandir (Rosenberg 1999, Wang ve Lippard 2005, Abu-
Surrah ve Kettunen 2006). Cisplatin kanser tedavilerinde sitotoksik etkilerini birka¢ farkli
yolla gosterir. DNA c¢ift zincirinde yan yana veya birbirine yakin konumda bulunan guanin
bazlarn arasinda zincir i¢i kovalent ¢apraz baglanma yapar. DNA’ya baglanan cisplatin
DNA’nin helozonal yapisinda anlamli tahribatlara neden olur, sonugta DNA replikasyon
ve transkripsiyonunda inhibisyon sonucu apoptoz gelisir (Jamieson ve Lippard 1999, Lee
ve ark 2002). Ancak yiiksek diizeyde cisplatin uygulamalarinin nefrotoksisite gibi yan
etkileri de vardir (Kuhlmann ve ark 1998, Zicca ve ark 2002). Toksik doz 300 uM ve iizeri
konsantrasyonlar olarak bildirilmektedir (Mishima ve ark 2006).

Farkli hiicre cesitlerinde yapilan arastirmalarda kemoterapik ilaglarin apoptozu ve

reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu uyardigi gosterilmistir (Antunes ve ark 2000,



Sentiirker ve ark 2002). Cisplatinin diger bir etkisi ise reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
iretimini uyarmaktir. Bunun sonucu hiicre i¢i mikroorganizmalarin makrofaj ve monositler
tarafindan oldiiriilmesini iceren hiicresel immun yanit gelisir (Parks ve ark 1994, Doner ve
ark 1999, Singh ve Sodhi 1999).

Kemik iligi makrofajlarinda yapilan bir arastirmada cisplatin uygulamasinin IL-1
ve TNF-o ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Suresh ve Sodhi 1991). Insan
noroblastoma hiicrelerinde yapilan bagka bir calismada ise cisplatinin TNF-a ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) mRNA transkripsiyonunu uyardigi rapor
edilmistir (Ogura ve ark 1997). Uretimi artan nitrik oksit (NO) makrofajlarin kanser
hiicreleri ve baz1 patojenleri ortadan kaldirmasini uyarir (Srivastava ve ark 1999; Watanabe
ve ark 2000). Uzun siireli cisplatin tedavisi alan hastalarin bobrek dokularinda lipid
peroksidasyonun arttigi (Hanneman ve Baumann 1991), glutatyon (GSH) diizeyi ve bazi
antioksidan enzimlerin aktivite diizeylerinde degisikliklere neden olduklar1 gdsterilmistir
(Kruidering ve ark 1997, Halliwell ve Whiteman 2004). Ayrica kaynaklar intraselliiler
glutatyon diizeyinin azalmasiyla birlikte, cisplatinin sitotoksik etkisinde bir artis oldugunu
bildirilmektedir (Kazuhiro ve ark 1995).

Ratlarda yapilan in vivo ¢alismalarda cisplatinin siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini diisiirdiigii,
boylece reaktif oksijen tiirlerini temizleme gorevi olan rediikte glutatyon seviyesini de
azaltig gosterilmistir (Kruidering ve ark 1997, Kuhlman ve ark 1997). Artan reaktif
oksijen tiirleri de DNA hasarina neden olur (Salahudeen ve ark 1996). Cisplatin dokuda
SOD ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini azaltirken, siiperoksit anyonu
(Oy) basta olmak iizere oksijen radikallerinin artisina yol agar (Sugiyama ve ark 1989).
Mitokondri hasari cisplatin nefrotoksisitesinde 6nemli rol oynamaktadir. Cisplatinin direkt
olarak hiicre DNA’s1 ile etkilelesime girmesi sonucunda mitokondrial fonksiyon
bozukluguna yol agan siiperoksit ve hidroksil radikali (OH") aciga cikar (Ramesh ve
Reeves 2002).

Satyanarayan ve ark (2002) ratlarda yaptiklar1 arastirmalarda cisplatinin serbest
oksijen radikali iiretimine ve niikleer faktor-kB (NF-kB) aktivasyonuna yol acarak
adenozin A, reseptOr sentezinin artisina neden oldugu belirtilmektedir. Cisplatin adenozin
A reseptor diizeyini de genetik olarak etkiliyor olabilir. Adenozin metaboliti olan inozinin
ksantin oksidaz tarafindan metabolize edilmesi sirasinda serbest oksijen radikali iiretimine

yol acgarak oksidatif hasar olusturmasi cisplatin etkisinde énemli rol oynayabilir.



Bu arastirmada cisplatinin apoptozu uyaric1 ve bakterisidal etkileri serbest radikal

iretimini artirarak bruselloz tedavisinde yer bulup bulamayacagi analiz edildi.
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Sekil 3.3. Cis-diamminedichloroplatinum (Cisplatinin) molekiiler yapisi.

3.7. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Bruselloz
3.7.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller bir atom veya molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron
iceren yliksek oranda reaktif kimyasal iiriinlerdir (Woods ve ark 2001). Serbest radikaller;
kovalent bag tasiyan bir molekiiliin yikimi, bir elektronun eklenmesi, bir elektronun kaybi
ya da bir molekiiliin heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Biyolojik sistemlerde ise en
fazla elektron transferi ile olusurlar (Schonelch 1999, Halliwell ve Gutteridge 2001).

Hiicre organellerinden her biri farkli miktarlarda serbest radikal tiretimine sebep
olabilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) organizmada en fazla fagositik hiicreler tarafindan
tiretilir. Fagositik hiicreler ROS iiretimini cesitli metabolik yangilarla uyarildiklarinda,
oksijeni indirgeyerek gerceklestirirler. Baslica serbest radikal kaynaklar1 arasinda
mitokondrial elektron transport zinciri, otooksidasyon reaksiyonlari, NADPH bagimlh
oksidazlar, redoks dongiisii, aragidonik asit metabolizmasi bulunur (Thannickal ve Fanburg
2000, Seshiah ve ark 2002).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlar1 bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil
ve makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin
fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuclanmaktadir (Halliwell ve ark 1992).
Serbest radikaller, siklikla hiicre membranindaki lipid komponentlerine etki ederek lipid
peroksidasyonuna sebep olmaktadir (Mansour ve ark 2002). Ayrica, protein sentezinde
azalmaya sebep oldugu, hiicre bilesenleriyle reaksiyona girerek hiicrenin asli gorevlerini
yapmasini engelledigi ve DNA’y1 bloke eden organik peroksitlerin olusumuna sebep
oldugu bilinmektedir (Santovito ve ark 2000). Serbest radikaller mitokondrilerin

fonksiyonunda bozukluklara da sebep olmaktadirlar (Leibbrandt ve ark 1995).
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Makrofajlar patojenlere karsi iirettikleri ROS ve RNS araciligiyla bakterisidal
etkide bulunur. Bu radikallerin iiretiminde IL-12 ve TNF-a da sorumludur (Ko ve Splitter
2003). Bu hiicreler enfeksiydz hastaliklarda etkenlerin ortadan kaldirilmasinda biiyiik
Onem tasir. Ancak yapilan bircok aragtirmada insan brusellozunda makrofaj ve diger
bagisiklik sistem hiicrelerinin yeterince uyarilmadigi saptanmistir (Caron ve ark 1994,
Erdogan ve ark 2006, 2008). Insan brusellozunda NO, H,0,, O, gibi serbest radikal
molekiilleri ile TNF-a, IL-1 ve IL-12 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin sentezi uyarilmaz ya

da yetersiz diizeylerde uyarilir.

3.7.1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Molekiiler oksijen (O,) diradikal olarak tanimlanmistir. Siiperoksit (O;") radikali

kararsiz bir yap1 olarak molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle olusur.

02 + e —> 02_

Siiperoksit anyonu serbest radikal olmakla birlikte, gii¢lii derecede zararli degildir.
Onemi hidrojen peroksit (H,O,) kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Siiperoksit, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apoptoz, yangi ve vaskiiler fonksiyonlarin
regiilasyonu gibi etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit diizeyleri, makrofajlarda bakteriyel
enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol acabilir (Vincent ve ark 2004, Cherubini ve ark
2005).

Oksijen molekiiliiniin dogrudan indirgenmesi veya siiperoksit anyonuna bir elektron

eklenmesiyle (siiperoksit dismutasyonu) H,O, radikali olusur.

20, + 2HF —» 0O, + HO,

Hidrojen peroksit bakterilere karsi 16kosit defansinin diger bir komponentidir ve
antibakteriyel etkilidir. Ortamdaki H,O, fagositoz yapan hiicreler tarafindan {iretilip
salinmaktadir. H,O, konsantrasyonu antibakteriyel mekanizmada ¢ok 6nemli bir yer tutar

(Desideri ve Falconi 2003, Vincent ve ark 2004).

Hidroksil radikali (OH '), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

hidrojen peroksitten olugmaktadir (Reddy ve Yao 1999). Hiicre niikleusundaki membran
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bariyerlerini kolayca ge¢mesi ve mutajenik olarak DNA’y1 etkilemesi nedeniyle hidroksil
en etkili radikaldir (Parke 1999).

+3

Fe'? + H,0, ——» Fe™ + HO + OH (Fenton reaksiyonu)

0O, + H,O0, + HH — 0, + H,0+ OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

Brusellozda H;O, ve O, anyonlar1 konsantrasyonunda belirgin bir artisin
bulunmadigi bilinmektedir (Gee ve ark 2004). Brucella etkenlerinin SOD ve CAT
aktivitelerine sahip olmalar1 da bu reaktiflerin ve bunlardan tiireyen diger oksidanlarin
enfeksiyonda diisiik diizeyde kalmasina neden olur (Kim ve ark 2000). Bu sebeple konak

savunma sistemi bakteriyel etkenlerle miicadelede yetersiz kalir.

3.7.1.2. Hipokloroz asit (HOCI)

Myeloperoksidaz enzimi, hidrojen peroksit varliginda kloriir oksidasyonunu
katalizleyerek etkili bir antibakteriyel ajan olan hipoklordz asiti (HOCI) olusturur. HOCI,
fagositik hiicreler tarafindan bakteriler {izerine sitotoksik etkide dnemli rol oynar. Aktive
olan notrofiller, monositler ve makrofajlar siiperoksit radikalini iiretirler. Radikal iiretimi
fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirme mekanizmalarinda 6nemli rol oynar. (Carr ve ark

2000).

H,0, + CI B HOCl + OH

3.7.1.3. Lipit peroksidasyonu

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas biyomolekiillerdendir. Hiicre
membranlarinda, bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 serbest radikallerle
reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendine devam
eden zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca zararhdir. Lipit peroksidasyonunda
zincirleme reaksiyonun baslatilmasi igin tetikleyici faktor gereklidir. Sozii edilen bu
faktoriin OH™ radikali oldugu kabul edilmektedir (Marnett 2002, Nyska ve Kohen 2002).
OH' radikali, bir yag asitinin metilen molekiiliinden bir hidrojen atomu (H") kopararak bir
lipid radikalini (L) olusturur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit
radikalini (LOQ") olusturur. Lipid peroksit radikali diger doymamis yag asitleriyle
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reaksiyona girer. Boylece zincirleme reaksiyonlar baslar (Young ve Woodside 2001, Niki
ve ark 2005).
OH + LH > H,O + L

L + O, LOO

LOO + LH S LOOH + L~

Hiicre membranlarinda lipid ve lipid peroksit radikallerinin olusmasi, ROS nin
neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Ug veya daha fazla
cift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA)
olusmaktadir. MDA lipid peroksidasyonunun en 6nemli iiriinlerinden biridir. MDA’ ’nin ve
diger oksijen radikallerinin DNA ile etkilesime girerek bakteriler lizerinde mutajenik
etkiye sahip oldugu ¢esili ¢caligmalarda gosterilmistir. Yapilan bazi caligmalarda bruselloz

hastaliginda lipid peroksidasyonunun diisiik diizeyde arttig1 gosterilmistir (Marnett 2002).

3.7.1.4. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit (NO) yar1 omrii kisa ve gaz yapisinda bir molekiildiir (Grisham 1997).
Nitrik oksit, lizerinde yiik tasimamasi ve ciftlesmemis elektron bulundurmasi hiicreden
hiicreye hi¢bir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gecmesini saglar. Diger serbest radikaller
hiicreler i¢in zararh iken NO diisiikk konsantrasyonlarda onemli fizyolojik islevlerde rol
alir. NO bu 6zellikleri ile ideal bir fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir
(Lowenstein ve ark 1994). Interferon veya bakteri lipopolisakkaritleri tarafindan aktive
edilen makrofajlarda, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arjininden sentezlenen NO,
intraselliiler bakterilere kars1 ¢ok onemli bir defans mekanizmasinda rol oynar (Chiueh
1999; Ghafourifar ve Cadenas 2005). Nitrik oksit sentazin, néronal NOS (nNOS),
endoteliyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak iizere ii¢ farkli izoenzimi
vardir. Tk iki formu konstiitif olup, kalsiyuma bagli olarak endoteliyal NO’in iiretiminden
sorumlu iken iNOS kalsiyumdan bagimsizdir ve biiyiikk oranda makrofaj kokenli NO

sentezinden sorumludur (Ahren ve ark 1999, Lopez-Urritia ve ark 2000).

L-arjinin NOS NO
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Makrofaj kaynakli NO Brucella etkenleri tiizerinde sitotoksik etki yapar
(MacMicking ve ark 1997). Yiiksek NO, bakterilerde DNA sentezinin hiz kisitlayici
enzimi olan riboniikleotid rediiktazi bloke eder ve hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile
sitotoksik etki yapar (Lin ve Chadee 1992, Taylor-Robinson ve ark 1996). Bagisiklik
sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi, vazodilatasyon ve norotransmisyon
iceren cesitli fizyolojik siireglerde de nitrik oksit gérev almaktadir (Bergendi ve ark 1999,
Aldetron ve ark 2001).

iNOS ekspresyonu normal fizyolojik sartlar altinda gerceklesmez. Yangi veya
bakteriyel enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan indiiklenir ve
uzun donemde yiiksek miktarlarda NO fiiretilir. iNOS basta makrofajlar olmak iizere
polimorfniikleer 16kositler, nétrofiller, hepatositler, diiz kas hiicreleri ve kondrositler gibi
bircok hiicrede uyarilabilir. iNOS tarafindan iiretilen NO makrofajlarda antimikrobiyal
etkiye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik konak savunma sisteminin 6nemli bir par¢asidir
(Vincent ve ark 2004, Pratic o 2005).

NO iiretimi IFN-y, TNF-a ve IL-1 gibi yangisal sitokinler tarafindan da uyarilir.
Aym zamanda LPS gibi bakteriyel iirtinler ile de NO sentezi artar. Ancak insanlarda
Brucella enfeksiyonlarinda bakterisidal etkili NO salgisinin yeterince uyarilmadigi
bilinmektedir (Caron ve ark 1994, Gross ve ark 1998, Bagues ve ark 2005, Melek ve ark
2006). Bu sebeple patojenler NO kaynakli oksidatif mekanizmalara diren¢ gosterir ve
antimikrobiyel saldirilardan korunarak kendilerine 6nemli bir avantaj saglarlar (Orozco ve
ark 2003, Gross ve ark 2004). Kemirgenlerde bruselloz hastaligi enfeksiyondan 2-3 ay
sonra kendiliginden ortadan kalkar. Bu hayvanlarda hastalik etkenlerinin organizmadan
atilmasinda NO iiretimi 6nem tasir. Lopez-Urritia ve ark (2000), Erdogan ve ark (2008)
ratlarda yaptiklart deneysel calismalarda B. melitensis enfeksiyonlarinda NO diizeyinin
kontrol grubuna gore arttigini gostermislerdir.

Nitrik oksit ve stiperoksit radikalinin etkilesmesi sonucu énemli derecede kuvvetli
oksidatif bir molekiil olan peroksinitrit (ONOO") olusur. Boylece nitrik oksitin fizyolojik
etkisi koybolur ve oksidatif etkisi ortaya c¢ikar. Peroksinitrit, NO toksisitesinin baslica
sorumlusudur. Bu serbest radikal DNA kirilmalarina ve lipitlerde oksidasyonlara neden

olabilir (Carr ve ark 2000).

NO + Oy _— ONOO
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3.7.1.5. Ksantin oksidaz enzimi (XO)

Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda serbest radikaller ortaya c¢ikar. Bu
enzimlerden biri de ksantin oksidazdir (XO). Oksijensizlige bagli olarak ADP'nin ATP'ye
fosforilasyonunun azaldigi durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin bazi,
ksantin oksidazin bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin
oksidazin oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin
irik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen O, anyonuna
indirgenmektedir. Siiperoksit anyonu H,O, ve OH radikallerinin sentezinde Onemlidir

(Valko ve ark 2004).

3.7.2. Brusellozda antioksidan sistem

Hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi molekiillerin
oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma sistemi denir (Halliwell 1991, Powell 2000). Hiicre ici savunma
sisteminin onemli enzimatik antioksidanlari siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir (Mates ve ark 1999). Enzimatik olmayan hiicre ici
antioksidanlar arasinda vitaminler (vitamin E, vitamin C, karotinoidler), glutatyon (GSH),
dogal flavonoidler, melatonin ve diger bazi molekiiller bulunur (McCall ve Frei 1999).

SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizleyen
antioksidan enzimdir (Mclntryre ve ark 1999). SOD hiicresel kompartmanlardaki O,
diizeylerini kontrol altinda tutar ve ayrica fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler

oldiiriilmesinde de rol oynar (Landis ve Tower 2005).

202_ + 2H+ SOD > H202 + 02

Katalaz hiicrede olusan H,O,’yi OH olusumunu onlemek i¢in ortadan kaldirir.
H,0,’yi suya ve oksijene doniistiiriir (McIntyre ve ark 1999). SOD ve CAT Brucella
etkenleri tarafindan eksprese edilmeleri dolayisiyla antibakteriyel etkili serbest oksijen ve

azot radikallerinin ortamdan uzaklastirilmasi sebebiyle brusellozda énemlidir.

2H202 CAT > 2H20 + 02
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hiicre i¢i hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumlu bir enzimdir (Armstrong 1998). Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H,O, de suya
cevirerek methemoglobin olusumunu engeller ve membran lipidlerini peroksit anyonuna
kars1 koruyarak hiicre membraninin biitiinliigiinii ve hemoglobini oksidan strese karsi korur

(Akkus ve ark 1996).

Gulutatyon onemli bir intraselliiler antioksidandir. Hiicre icerisinde indirgen
formda (GSH) bulunur. Endojen iiretilen peroksidlere karsi okside olarak onlar1 indirger.
Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu katalizler. Glutatyon etkin olarak hiicreyi
koruyabilmesi i¢in bilyiik kismi rediikte halde tutulmalidir. Bu reaksiyonu da glutatyon
rediiktaz katalizler (Cherubini ve ark 2005). Okside sekli, serbest radikallerin
inhibisyonuna, indirgenmis siilfidril gruplarmin stabilizasyonunda ve tokaferol ile

askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong 1998).

2GSH + HO, GSH-Px GSSG + 2H,0

Notrofil ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-Hem iceren
antibakteriyel savunma mekanizmalarindan biri de myeloperoksidaz (MPO) enzimidir.
Myeloperoksidaz fagosite edilmis bakterilerin oldiiriillmesinde onemli rol oynamaktadir.
MPO, H,0O, ile birlikte antibakteriyel etki (oksijene bagli) gostermektedir. Cesitli
uyaricilarin etkisiyle fagositler MPO iceren graniillerini ekstraselliiler araliktaki fagositik
vakuol i¢ine bosaltirlar. Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit (H»O,) varliginda kloriir,
iyodiir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI), hipoiyodik asit
(HOI) ve hipobromik asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve tuzlari giiclii oksidanlardir,
biyolojik olarak dnemli molekiillerle reaksiyona girerek mikroorganizmayi etkileyen toksik

ajanlar meydana getirirler (Hampton ve ark 1998, Klebanoff 1999).
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3.8. Brucella Enfeksiyonlarinda Sitokinlerin Rolii

Immiinolojik olaylar ve yangi sirasinda cesitli hiicreler tarafindan iiretilen, bircok
fizyolojik cevapta rol oynayan kiiciik polipeptid molekiillere sitokin adi verilir (Nororiha
ve ark 1995). Hiicre gelismesi, cogalmasi, aktivasyonu, yangi, bagisiklik, doku tamiri ve
morfogenezis gibi 6nemli biyolojik faaliyetleri diizenlerler. Monosit/makrofajlar tarafindan
salinan sitokinlere monokin, lenfositler tarafindan salinan sitokinlere lenfokin, bir 16kositte
salinan ve diger l6kositlere etki eden sitokinlere interlokin (IL) denilmektedir. Interlokin,
interferon (IFN) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi sitokinler konak hiicrenin antijenlere
kars1 reaksiyonlarini, 16kosit ve bazi hiicrelerin gelismesini, hareketini ve farklilasmasini
saglayan immiinomodiilator molekiillerdir. Sitokinler etkilerini ancak hiicre iizerindeki
reseptorlerine baglandiklarinda gosterebilirler (Abbas ve ark 1994).

Makrofajlar tarafindan fagosite edilen Gram negatif Brucella etkenlerine ait
lipopolisakkaritler bazi canlilarda makrofajlar1 aktive ederek IL-1, IL-12 ve TNF-a gibi
monokinlerin salinmasina neden olur (Dornand ve ark 2002). Ancak insanlarda Brucella
enfeksiyonlar1 yangisal sitokinlerden TNF-a, IFN-y ve interlokin (IL-1B) sentezini
uyarmaz. Makrofaj aktive edici ve koruyucu bir sitokin olan IFN-y 'nin bazi hastalarda
tiretimine karsin makrofaj aktive edici fonksiyonunda bir defektin sdzkonusu oldugu
diistiniilmektedir (Chugh ve ark 2001). Bruselloz hastaliginda yangi uyarici (pro-
inflamatuar) mediatorler ve oksidatif sistem ile apoptotik olaylarin aktive edilmemesi,
etkenlerin viicutta kolayca yerlesip ¢ogalmasina olanak saglar. Bunun sonucu tedavi

giiclesir ve baz1 vakalarda ise tekrarlayan enfeksiyonlar goriiliir.
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4. MATERYAL VE METOT
Bu arastirmada insan hiicre hatlarindan U937 monositler kullanildi. Makrofajlara
doniistiiriilen hiicreler B. melitensis ile enfekte edilerek cisplatinin (20 uM) yangi, oksidatif

stres ve hiicre viabilitesi {izerine etkileri arastirildi.
4.1. Hiicre Kiiltiirii

Arastirmada kullanilan insan monositik hiicre hatt1 (U937) Prof. Dr. Miles D.
Houslay’den temin edildi (Glasgow Universitesi, Glasgow/UK). U937, Brucella
enfeksiyon modeli olmak iizere bircok calismada arastirma materyali olarak
kullanilmaktadir (Caron ve ark 1994, Groos ve ark 2004, Shepherd ve ark 2004). Bu
hiicrelerin besi ortami olan flasklarda cogaltilmasi, makrofajlara doniistiiriilmesi, B.

melitensis ile enfekte edilmesi ve cisplatin ile tedavi sekli asagida verildigi gibi yapildi.
4.2. Hiicre Pasaji

Monositik hiicreler % 10 oraninda inaktif edilmis f6tal sigir serumu (FBS) (Sigma),
1 mM sodyum piruvat (Gibco), 1.5 g/l sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Gibco), 10 mM
HEPES (Gibco), 5 mM glutamin (Sigma), 4.5 g/l glikoz ve 100 IU/ml
penisilin/streptomisin (Sigma) iceren RPMI 1640 (Gibco) besi medyumunda (tam besi
yeri) 37 °C, % 5 CO, ve % 95 hava bulunduran steril etiivde inkiibe edildi (Heraus
Heracell 150). Hiicrelerin ¢ogaltilmasi icin yaklasik 1x10%/ml sayida hiicre 40 ml medyum
bulunan 75 cm? steril kiiltiir kabina (flask) konarak lic giin siireyle inkiibasyona birakildi.
Besi ortamindaki hiicrelerin yogunluguna gore 3-4 giinde bir kez 1/5 oraninda pasajlart
yapildi. Ihtiyag durumunda siispansiyonlar steril kapakli tiiplere aktarilarak 400 g ve oda
1sisinda 5 dakika siireyle santrifiij ile tortu elde edildi. Hiicre sayisi1 tripan mavisi ile

hemositometrede mikroskop altinda belirlendi.
4.3. Makrofaj Doniisiimii

B. melitensis enfeksiyonu icin kullanilan U937 monositik hiicrelerin makrofajlara
doniistiiriilmesi, cogalmakta olan hiicre siispansiyonu iizerine 107 M konsantrasyonda
retinoik asit (All-trans RA) (Sigma) ve vitamin D3 (1.25-dihidroksivitamin D3) (Sigma)
ilave edilmesi ile yapildi. Hiicreler 12 kuyucuklu plastik hiicre kiiltiirii flasklarina (Costar)
dagitilarak 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda hiicrelerin biiyiik
cogunlugunun flask tabanina yapistigt ve monositlerin makrofajlara farklilagmanin

tamamlandig goriildii (Sekil 4.1) (Caron ve ark 1994).
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10 uM ATRA +
10 pM VitD3

72 saat
%5C0O2

Monosit (U937) Makrofaj

Sekil 4.1. Monosit (U937)’nin makrofaja doniigiimii

4.4. Brucella Enfeksiyonu Olusturma

Aragtirmada kullanilan Brucella (M 16 susu) etkenleri Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi’den temin edildi. Etkenlerin hazirlamisi: log fazinda bulunan B.melitensis
kiiltiiriiniin  seri sulandirmalar1 yapildiktan sonra kati besi yerlerine ekim yapilmis
mililitredeki bakteri sayis1 belirlendi. Siispansiyonun santrifiijii ve RPMI medyum ile
birka¢ kez yikanmasim takiben 100 pl alind1 ve bakteri/hiicre oran1 yaklasik 20:1 olacak
sekilde yukarida hazirlanis1 verilen makrofaj kiiltiiriine ilave edildi. Etkenlerin makrofajlar
tarafindan fagosite edilmeleri icin flasklar etiivde 30 dakika siire ile inkiibe edildi, daha
sonra fosfat bafir (PBS) ile iic kez yikandi (Gross ve ark 1998, 2004). Makrofaj disinda
kalan bakterilerin ortamdan kaldirilmasi i¢in hiicreler gentamisin (30 pg/ml, Gibco) iceren
taze besi yeri ile 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu miktardaki gentamisinin makrofaj dist
bakterileri oldiirdiigli ancak hiicre ici Brucella etkenlerine etkisi olmadigi daha Once
gosterilmistir (Caron ve ark 1994, Gross ve ark 2003). Bu asama Kkiiltiiriin baslangici
(sifirinct saat) kabul edildi ve 1, 24, 48. saatlerde (baz1 calismalarda 6. saat) siipernatantlar
toplandi; hiicrelerin bir kismi viabilite kontrolleri, homojenat ve RNA izolayonu igin

kullanildi.
4.5. Cisplatin Uygulamasi

Insanlarda kemotorapatik amacli kullamlan cisplatin (Sigma) arastirmada 20 uM

dozda kullanildi. Bu konsantrasyon nekrotik dozun ¢ok altinda olup, literatiirde kullanilan

19



tedavi dozlari ile uyumludur (Ikeguchi ve ark 2002). RPMI medyum i¢inde hazirlanan stok

soliisyon kullanilincaya kadar -20°C’de tutuldu.
4.6. Homojenat Hazirlama

Inkiibasyon sonras1 hiicreleri yapismis olduklar1 hiicre kiiltiirii zemininden
kaldirmak icin 75 cm? flasklara 1ml tripsin (% 0.25) (Sigma), 12 kuyucuklu flasklara ise
100 pl tripsin soliisyonu eklenerek 1-2 dakika beklendi. Daha sonra flasklar hafif ¢irpma
hareketi ile hiicrelerin serbest kalmalar saglandi. Siispanse hiicreler pipet ile toplanarak
kapakl tiip icerisinde (veya eppendorflarda) ve oda 1s1sinda 400 g devirde 5 dakika siireyle
santrifiij edilerek hiicre peletleri elde edildi. Homojenat hazirlanirken PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve tizerine hiicre lizis bafir1 konuldu. Lizis bafir su
karisimdan olustu: % 1 Triton X-100 (Merck) (v/v), 50 mM HEPES pH 7.2, 10 mM
EDTA, 100 mM NaH,PO;, . 2H,0 ve % 8 oraninda proteaz inhibitér kokteyli (aprotinin,
fenilmetansiilfonilflorid (PMSF), leupeptin, sodyum florid (NaF) (Merck, Sigma).
Deterjanda ¢oziinmeyen hiicresel proteinler 12 000 g, 4 °C’de 10 dakika siireyle santrifiij
ile coktiiriilerek siipernatantlar elde edildi. Siipernatanlarin protein diizeyleri Bradford
metodu ile yapildi. MTT testi i¢in 12 kuyucuklu flasklarda hiicreler iizerine reaktifler

konularak c¢aligildi.

Her setlik calismada gruplarda aymi pasajdan elde edilen hiicreler kullanildi.
Arastirmanin her asamasinda dezenfeksiyon ve sterilizasyona azami 6zen gosterildi. Her
deney en az 3 tekrardan ve triplike olarak yapildi ve elde edilen ortalama degerler SPSS

istatistik programinda degerlendirildi.
4.7. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brilliant blue G-250, negatif bir
yiike sahip oldugundan protein iizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (Apax
=465nm) ve mavi (Apax =595nm) formu mevcuttur. Protein baglanmasi, kirmizi formun
mavi forma doniisiimiinii saglar. Deney su sekilde uygulandi: kiiltiir homojenatlarindan 20
pl alinarak iizerine 200 pl Bradford ayiraci (Sigma) ve 580 pul su ilave edildi. Oda 1s1sinda
10 dakika bekletildikten sonra, absorbans spektrofotometrede (UV mini-1240 Shimadzu)
595 nm’de olgiildii. Standartlar yardimiyla Orneklerin protein diizeyleri hesaplandi

(Bradford 1976).
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4.8. Tripan Mavisi ile Canli-Olii Degerlendirmesi

Tripan mavisi ile 6lii hiicreler boyanirken canli hiicreler boyanmaz. Seyreltilmis
hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak iizerine aymi miktarda tripan mavisi (PBS’de
hazirlanmis) soliisyonu eklendi ve bir eppendorf tiip icinde karistirildi. Hemositometre
laminin (Neubauer Assistent) her iki boliimiine birer damla karisimdan damlatildi. Lam
tizerinde bulunan dort karedeki hiicreler invert mikroskobu (Olympus CKX41) altinda
sayild1 her bir karedeki ortalama sayiy1 belirlemek i¢in 4’e boliindii. Bu sonug hiicre sayisi
x10* olarak ifade edildi. Bu da 2 ile (seyreltme faktorii) carpilarak mililitre stispansiyonda
bulunan canli hiicre sayisi elde edildi. Goriintiiler 6zel atagmanl dijital fotograf makinasi

(Olympus C-7070) ile fotograflandi.
4.9. MTT Viabilite Testi

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) kullanilarak bir hiicre toplulugundaki
canli hiicrelerin oram1 kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu
yontem saglikli hiicrelerde mitokondrial rediiktazlar tarafindan MTT’nin tetrazolium
halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (McGahon ve ark 1995). Bu reaksiyon
mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium
halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sart renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan
tiriiniine doniismektedir. Ayrintili deney basamaklart:

1. MTT (Fluka) 10 ml hacimde PBS i¢inde ¢oziilerek 5 mg/ml konsantrasyonda stok
solisyonu steril ve karanlik ortamda hazirlanarak 0.22 pm filtre (Millipore) de
siiziildii. Bu soliisyon karanlik ortamda ve 4 °C 1s1da bir ay saklanabilmektedir. Bu
stok soliisyondan 1:10 oraninda ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

2. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda ¢alismanin yapildigr 12 kuyucuklu flasklar
tizerinden medyumlart alinarak 1 ml/kuyucuk olacak sekilde MTT calisma
soliisyonu eklendi.

3. Kiiltiir % 5 CO, ve 37 °C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi.

4. Daha sonra kuyucuklarin iizerindeki calisma soliisyonlar1 uzaklastirild1 ve formazan
kristallerini ¢Oziiniir duruma getirmek igin solubilizasyon (0.04 N HCI,
izopraponol) soliisyonundan kuyucuklara 1’er ml hacimde eklendi.

5. Otomatik pipet yardimiyla formazon kristallerinin iyice c¢Oziinmesi saglandiktan
sonra eppendorf tiiplere alinarak sogutuculu santrifiijjde 10000 g’de 2d siireyle

santrifiij edildi.
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6. Elde edilen renkli siipernatant yeni tiiplere aktarildiktan sonra spektrofotometrede
570 nm de absorbanslar1 Ol¢iilerek degerlendirildi. Canli hiicre sayisinin fazla

oldugu kuyucuklarda absorbansin daha yiiksek oldugu saptandi.

4.10. Malondialdehit (MDA) Analizi

Hiicre kiiltiirii medyumlarinda MDA tayini Yoshoiko ve ark (1979) tarafindan
modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yontem lipid
peroksidasyonunun aldehit iiriinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbiitirik asidin (TBA,
Merck) reaksiyonu temeline dayanmaktadir. MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks
olusturur, bu cozeltinin absorbans1 535 nm’de spektrofotometrede Olciilerek lipid
peroksidasyonunun derecesi saptandi. Standart calismast ile test sonuclarn degerlendirildi.

Elde edilen sonuclar pmol cinsinden verildi.
4.11. Nitrik Oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiir mediyumlar1 NO diizeylerinin 6l¢timiinde bu molekiiliin yar1 6mriiniin
¢ok kisa olmasi nedeni ile nitrit (NO;") ve nitrat (NO3’) konsantrasyonlarinin saptanmasiyla
hesaplandi. Bu amacla Griess metodu (Cortas ve Wakid 1990) kullamildi. Total NO
miktar, aktiflestirilmis kadmiyum graniillerinin nitrati nitrite doniistiirmesinden sonra
spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda ol¢iilerek bulundu. Elde edilen veriler pmol/L

cinsinden verildi.
4.12. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Tayini

Kontrol ve enfekte kiiltiir homojenatlarinda GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentine
(1967) belirledigi yontemle ticari kit (Randox-Ransel 505) kullanilarak yapildi. Deneyin
prensibi GSH-Px’in cumenehidroperoksit ile glutatyonun oksidasyonu esasina dayanir. Bu
metotda H,O, varliginda GSH-Px’in olusturdugu okside glutatyon (GSSG), glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimi ile rediikte glutatyona (GSH) indirgenir. NADPH’1n
NADP"ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de tespit edilmesiyle

GSH-Px aktivitesi U/g protein seklinde hesaplandi.
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4.13. Glutatyon (GSH) Analizi

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin 6lciimii Sedlak ve Lindsay (1968)
tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yonteme gore gergeklestirildi. Bu yontemin
prensibi, reaksiyon ortamina ilave edilen 5.5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’in
siilfidril gruplan tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol siilfhidrile karsilik 1 mol 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir. Hiicre homojenatindan 0.2 ml alinarak 10
ml’lik test tiipiine konuldu ve iizerine 1.8 ml distile su ilave edilerek iyice karistirildi.
Presipitasyon soliisyonunun 3 ml’si hizlica {iizerine eklendi. 5 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra kalin dereceli filtre kagitlarindan filtre edildi. Spektrofotometrede 4
dakika icerisinde ve 412 nm’de 6l¢iimii yapildi. Elde edilen degerler umol/mg protein

seklinde hesaplandi.
4.14. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Hiicre homojenatlarinda katalaz aktivite tayini Aebi (1984)’ye gore yapildi. Bu
analizin prensibi H,O, nin 151k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla artan
bir absorbans vermesi esasina dayanir. Uygun bir tampon iginde bulunan H,O, nin
numunede bulunan katalaz etkisiyle yikilmasi sonucu 240 nm’de absorbansta azalma
goriiliir. Absorbansta gbzlenen azalma hizi katalaz aktivitesi ile dogru orantilidir. Elde
edilen degerlerden yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen veriler k/g protein tiiriinden

verildi.
4.15. Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesi Tayini

Ksantin oksidaz deneyi hiicre kiiltiir homojenatlarinda Prajda ve Weber (1975)’in
gelistirdigi yonteme gore galisildi. Bu yontem; numunede bulundugu kabul edilen ksantin
oksidazin ortamdaki ksantinden {irik asit olusturmasi prensibine dayanir. Olusan iirik asit
miktar1 % 100’1k triklorasetikasit (TCA) (Merck) soliisyonun eklenmesi ile sabitlenir.
Ozetle, deneyde kullanilan kor ve numune tiipleri iizerine 50 ul ksantin (Sigma) ve 2.8 ml
fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) konulup sadece numune tiiplerine 150 pl 6rnek eklenerek su
banyosunda 37°C de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra kor tiiplerine de 150’ser pl 6rnek
eklendi ve reaksiyon 100 pl TCA soliisyonu eklenerek sonlandirildi. Tiipler 4000 g’de, oda
1sisinda 30 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlarin absorbanslart 293 nm’de

oOlciildii. Sonuglar U/g protein olarak verildi.
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4.16. Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Tayini

Myeloperoksidaz deneyi hiicre kiiltiir homojenatlarinda Suzuki ve ark (1983)
tarafindan gelistirilen yonteme gore calisildi. Analiz i¢in 1.6 mM tetrametilbenzidin
(TMB), 80 mM sodyum fosfat bafir (pH 5.4) ve sodyum fosfat bafir icerisinde hazirlanmig
0.3 mM H,0, cozeltisi kullanildi. 5 ml’lik test tiipiine 2.1 ml H,O,, 0.6 ml PBS ve 100 pl
TMB iceren reaksiyon karigimi1 konuldu. Bunun iizerine 200 pl homojenat eklendi ve 655
nm’de 1 dakika arayla 4 ol¢iim yapildiktan sonra aradaki fark U/mg protein olarak ifade

edildi.
4.17. TNF-a ve IL-12 Diizeyinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltir mediyumlarinda TNF-a ve IL-12 deneyleri ticari kitler
(BIOSOURCE/USA) kullanilarak ELISA (Enzim bagh immiin assay) yontemi ile yapildi.
ELISA pleytlerinde insan TNF-a ve IL-12’ye spesifik poliklonal antikorlarla kapl
kuyucuklara konsantrasyonu bilinen TNF-a ve IL-12 standartlar ve kiiltiir siipernatantlar
konuldu. Birinci inkiibasyon siiresince TNF-a ve IL-12 antijenleri ve biyotinle isaretlenmig
antikorlar es zamanli olarak inkiibe edilip ilk yikamadan sonra streptavidin peroksidaz
enzimi eklendi. Baglanmayan enzim ikinci inkiibasyon ve yikamadan sonra ayristirildi.
Daha sonra, substrat solusyonu renk reaksiyonu olusturmak icin eklendi. IL-12 ve TNF-a
bulunan rneklerde yogunluga bagli olarak renk degisimi gozlendi. Ornekler ELISA
okuyucusunda (Seac-Sirios) 450 nm dalga boyunda okundu ve standart yardimiyla

hesaplama yapilip sonuclar pg/ml cinsinden verildi.

4.18. RNA izolasyonu

RNA eldesi i¢in yaklagik 1x10” sayida hiicre 1.5 ml hacimli steril eppendorflar
icerisine alinip, iizerine 1ml RNA izolasyon reaktifi (TriReagent, Sigma) konuldu ve
vorteksle karigtirildi. Homojenat oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra 12000 g, 4°C’de
10 dakika santrifiij edildi. A¢ik renkli siipernatant temiz bir tiipe aktarilarak oda 1sisinda 5
dakika bekletildi ve iizerine 0.2 ml kloroform ilave edilip 15 saniye siireyle vortekste
karistirildi. Oda 1s1sinda 15 dakika bekletildikten sonra o6rnekler 12 000 g, 4 °C’de 15
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ii¢ faz olustu. Usteki renksiz faz (RNA igerir) yeni
bir eppendorf tiipe alinip, iizerine 0.5 ml izopraponol (Merck) ilave edildi. Oda 1sisinda 5-
10 dakika siireyle tutulduktan sonra 12 000 g 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Pelet
tizerindeki siipernatant alinip RNA % 75’lik etil alkol ile yikandi. Vortekslenip, 7 500 g’de
5 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra RNA 5-10 dakika siireyle
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havada kurutuldu. RNA peleti iizerine 100 pl su (DEPC-dietilpirokarbonatli su) ilave
edilip birkac kez pipetlenerek ¢6ziinmesi saglandi. Total RNA miktar1 ve saflig
spektrofotometrede (ODygp ve OD,gp nm’de) belirlendi. RNA/DNA oran1 1.7 ve iizeri
olanlar saflig1 yiiksek kabul edilip cDNA (komplementer DNA) sentezinde kullanildi.

4.19. cDNA Sentezi ve PCR Reaksiyonu

Elde edilen total RNA’dan cDNA sentezi (Fermentas ticari Kiti kullanilarak) su
sekilde yapildi; otoklav edilmis 0.5 ml eppentorf tiiplere 1-3 ug total RNA, 1 pl
oligo(dT);s primer konulup 12 pul’ye DEPC uygulanmis su ile tamamlandi. Karisim 3-5
saniye 13 000 g’de santrifiij edilip termal sayklirda (Stratagene MX3005) 70 °C’de 5
dakika tutuldu. Siire sonunda karisim buz i¢inde sogutuldu. Tiipiin {izerine 5x reaksiyon
bafir, ribolock riboniiclease inhibitoér (20 u/pl ), 10 ul ANTP karisimi konulup karistirildi
ve kisa siireli santrifiij edildi ve termal sayklirda 37 °C’de 5 dakika tutuldu. Tiiplere 1 pl
revertAid m-mulv reverz transkriptaz ilave edildi. Termal sayklirda 42 °C’de 60 dakika
sire ile RNA cDNA' ya doniistiiriildii. cDNA sentezinin tamamlanmasi igin tiipler 70

°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra PCR kullanimina hazir hale getirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
tizerinde secilmis bir bolgenin in vitro sartlar altinda oligoniikleotid primer ve Tag
polimeraz enzim kullanilarak bir otomatik termalsayklir yardimiyla ¢cogaltilma metodudur.
PCR reaksiyonunda birinci dongii denatiirasyon, ikincisi primer yapismasi (annealing) ve
ictincii dongii zincir uzamasi (extention) olmak tizere ii¢ basamaktan olusur. Déngii sayisi
30-40 arasinda degisir. PCR reaksiyonu i¢in Orneklerden hazirlanan cDNA’lardan 2 pl
alindi, iizerine 0.5 U DNA Tagq polimeraz iceren Syber Green PCR mastermiks ve her bir
reaksiyona spesifik bir cift primer (oligoniikleotid) ilave edildi. Reaksiyonda 100 ng
diizeyinde iNOS, TNF-a ve IL-12 spesifik primer literatiirde belirtilen baz dizgeleri sentezi
yapilarak kullanild1 (Tablo 1). DNA amplifikasyonu PCR yontemi ile anlik PCR sistemi
kullanilarak yapildi. Real-Time PCR sonuglart MxPro programi kullanilarak gruplardaki
her bir genin ortalama CT (esik siklus) degerleri hesaplandi. Daha sonra kontrol ve test
gruplar1 arasindaki farklar hesaplandi. Transkripsiyon degerleri -aktin genlerinden elde
edilen sonuglar ile normalize edildi. Reaksiyonda kullanilan primer dizgeleri ve calisma

ortamlar1 Tablo 1’de verildi.
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4.20. istatistiksel Metot

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 9.05 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p < 0.05 ve alt1 istatistiksel olarak

onemli kabul edildi.
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Tablo 1. PCR m-RNA transkripsiyon analizinde kullanilan primerler ve reaksiyon ortamlari.

Sense (ileri) primer dizgesi Antisens (geri) primer dizgesi Reaksiyon ortami Uriin
94°C 45s, 60°C 60s, 72°C 90s,
hTNF-a CAG AGG GAA GAG TTC CCC AG CCT TGG TCT GGT AGG AGA CG 35 sikl 325 bp
siklus.
95°C 35s, 56°C 60s, 72°C 60s,
IL-12p40 CCA AGA ACT TGC AGC TGA AG TGG GTC TAT TCC GTT GTG TC 30 sikl 354 bp
siklus.
95°C 35s, 56°C 60s, 72°C 60s,
iNOS GGC CTC GCT CTG GAA AGA TCC ATG CAG ACA ACCTT 499 bp
30 siklus.
95°C 30s, 55°C 45s, 72°C 60s,
B-aktin CAT CGT CAC CAA CTG GGA CGAC CGT GGC CAT CTCTTG CTC GAA G 466 bp

30 siklus.
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S. BULGULAR

5.1. Farkh Dozlardaki Cisplatinin Hiicre Viabilitesine Etkisi

Artan dozlarda cisplatinin Brucella enfekte makrofajlarda hiicre viabilitesi iizerine

etkisi zamana baglh olarak degerlendirildi. Enfeksiyonun 48. saatinde 20 uM cisplatin ile

200 pM cisplatin dozunun benzer etki ile enfekte hiicrelerin % 80’inden fazlasim

oldiirdiigii saptandi.

04 -

0,35 -

0,25

Hiicre viabilitesi
o
N
L

@ Brucella

B+ 10 uM CisPI
&8 B+ 20 uM CisPI
@ B+ 50 uM CisPI
# B+ 100 uM CisPI

& B+ 200 uM CisPl

Enfeksiyon siiresi (Saat)

Sekil 5.1. 10-200 uM dozlarda cisplatin uygulamasinin enfekte makrofajlarda hiicre

viabilitesine etkisi. Viabilite kontrolleri MTT testi ile yapildi. B: B. melitensis enfekte

makrofajlar, CisPl: cisplatin, uM: uM.
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5.2. Cisplatin Uygulamasiin Enfekte Hiicre Sayisina Etkisi

B.melitensis ile enfekte edilen makrofajlar farkli inkiibasyon siireleri sonunda
kuyucuklardaki tripan mavisi kullanilarak canli hiicreler sayildi. Hiicre sayimi seyreltilmis
siispansiyondan 20 pl alinarak iizerine ayni1 miktarda tripan mavisi eklenerek boyanmasini
takiben hemositometre kullanilarak invert mikroskop altinda yapildi. Cisplatin enfekte
edilmemis makrofajlarin sayisinda yaklasik % 20-35 oraninda bir azalmaya sebep oldugu
gozlendi. B.melitensis ile enfekte makrofajlarda enfeksiyonun 24. saatinde yaklasik % 70,
48 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda ise hiicre sayisinda % 80 kadar bir azalmaya

neden oldugu tespit edildi.

100 -
. 0O Makrofaj
g 807 m CisPl
= ¥l Brucella
S 70 A .
< B+CisPl
z 60 -
>
g 50
-]
5
S 40
=
= 30
=
© 2
10 ~
0 % T
! 24 48
Enfeksiyon siiresi (saat)

Sekil 5.2. B. melitensis ile enfekte makrofajlarda cisplatin tedavisinin hiicre sayisina etkisi.
Makrofaj: enfekte edilmemis hiicreler, CisPl: 20 uM cisplatin, Brucella: B. melitensis ile
enfekte, B+Cispl: B. melitensis enfekte makrofajlara 20 uM cisplatin uygulanmis grup. En

az 4 farkli calismadan segilen bir drnek.
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5.3. Spektrofotometrik Yontemle Viabilite Testi

Enfekte makrofajlarda bruselloz modelinde hiicre viabilitesi iizerinde cisplatin
etkisi kantitatif yontemle belirlendi. Brucella grubu 100 kabul edilerek farkli siirelerdeki

cisplatin etkisi saptand1 (Tiim saatlerde Brucella ile cisplatin grubu arasinda p < 0.001).

120 -
S
o 100 -
|
)
Yy
2 80 -
£
= B Brucella
:2 60 -
= CisPl
<5}
S 40 -
=
=
= 20
<
@)

0

1 24 48

Enfeksiyon siiresi (Saat)

Sekil 5.3. B. melitensis ile enfekte insan makrofajlarina cisplatin (B+CisPl) tedavilerinin
hiicrelerde viabilite iizerine etkisi. Her bir inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda bulunan

hiicrelerde MTT testi ile viabilite kontrolii yapildi (CisPl: B. melitensis + 20 uM cisplatin).
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5.4. Cisplatin Tedavisinin Nitrik Oksit Uretimine EtKisi

Makrofajlarda (kontrol grubu) ve B. melitensis ile enfekte makrofajlarda NO
tiretimi olmazken, cisplatin tedavisi enfeksiyonun 1. saatinde baslayip 48 saat siiresince
yiikksek diizeylerde NO salinimina neden oldu (p < 0.0001: Brucella ile B+CisPl tiim
saatlerde, p < 0.05: M+CisPl ile B+CisPl 24. saat, p < 0.001: M+CisPI ile B+CisPl 48.

saat).
120 ~
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Sekil 5.4. Brucella enfekte makrofajlarda nitrik oksit tiretimi. Enfekte hiicreler farkl
siirelerde cisplatin (20 uM) ile muamele edilerek kiiltiir siipernatantlarinda Griess yontemi
ile NO diizeyleri saptandi. M: enfekte edilmemis makrofaj, M+Cispl: makrofajlara
cisplatin uygulanmasi, B: B. melitensis enfekte, B+CisPl: B. melitensis enfekte hiicrelere

cisplatin ilavesi.
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5. 5. iNOS inhibitorii L-NAME?’in Viabilite Uzerine Etkisi

Nitrik oksit bakteriyel enfeksiyonlarda konak tarafindan patojene karsi kullanilan
onemli bir sitotoksik molekiildiir. Cisplatin etkisini ortaya koymak iizere bu kemoteropotik
ajanla birlikte iNOS inhibitorii N(G)-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME, Sigma)
kullanildi. Cisplatinin neden oldugu viabilite kaybinin L-NAME etkisi ile kayboldugu

saptandi. Tiim gruplar arasinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda istatiksel fark p <

0.001.

Viabilite

Brucella B + CisPl B + CisPl +L-NAME

Enfeksiyon siiresi (24s)

Sekil 5.5. iNOS inhibitorii L-NAME’in viabilite iizerine etkisi. NO sentezleyen iNOS
inhibitorii L-NAME (200 uM) 24 saat siiresince Brucella ve B+CisPl grubu hiicrelere ilave

edilerek viabilite iizerine olan etkileri kantitatif olarak MTT testi ile yapild.
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5.6. Brucella Enfekte Makrofajlarda iNOS Transkripsiyonu Uzerine Cisplatinin
Etkisi

Nitrik oksit iireticisi enzimlerden iNOS mRNA transkripsiyon analizi RT-PCR
yontemi ile yapildi. Makrofajlar ve Brucella enfekte makrofajlarda iNOS mRNA’s1

transkribe edilmedigi saptandi. Kemoterapdotik ajan cisplatinin ise iNOS {izerine belirgin

etkisi saptandi.

1-48 Saat Brucella+ CisPl

1-48 Saat Brucella

Sekil 5.6. Real-time RT-PCR yontemi ile iNOS transkripsiyon analizi. Brucella enfekte
hiicreler farkli siirelerde cisplatin (20 uM) ile muamele edilerek total RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi sonrast iINOS spesifik primer cifti kullanarak PCR yoOntemi ile
transkripsiyon analizi yapildi. Brucella enfeksiyonunda iNOS transkripsiyonu
indiiklenmezken, cisplatin 1, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda iNOS transkripsiyonu
uyardig saptandi.
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5.7. NAC Uygulamasinin Viabilite Uzerine EtKisi

Brucella enfeksiyonlarinda cisplatinin neden oldugu viabilite kaybi iizerine reaktif

oksijen ve azot tiirlerinin muhtemel etkisinin ortaya konmasi amaciyla antioksidan N-asetil

sistein (NAC, 200 uM) kullanildi.

0,7 -

0,6

0,5

04 -
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Sekil 5.7. Cisplatinin neden oldugu viabilite kaybi iizerine N-asetil sistein’in etkisi.

Hiicrelere B. melitensis ile enfeksiyonu ile birlikte NAC ilave edilerek 48 saat siiresince

viabilite testleri yapild1 (24-48. saatlerde gruplar arasinda: p < 0.001, 1. saatte cisplatin ile

cisplatin+NAC, p < 0.05).
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5.8. Cisplatinin Lipid Peroksidasyonu Uzerine EtKisi

Malondialdehit (MDA) doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan
dokulardaki lipid peroksidasyonu son iiriiniidiir. Enfekte edilmeyen makrofajlarda cisplatin
uygulamasi 6-24. saatlerde hiicre siipernatantlarinda MDA diizeyini diger inkiibasyon
siirelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdi (p < 0.05). Brucella enfekte
makrofajlarda lipid peroksidasyonunun makrofajlara gore inkiibasyon siireleri boyunca
azaldig tespit edildi (p < 0.006). Enfekte hiicrelere cisplatin tedavisinin, Brucella grubuna
gore lipid peroksidasyonunu artirdigi belirlendi (1-6. saatlerde p < 0.05, 24-48. saatlerde p
< 0.001).

25 -

O Makrofaj
& CisPl
Brucella

B+CisPl
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1 6 24 48

Enfeksiyon siiresi (Saat)

Sekil 5.8. B. melitensis ile enfekte makrofajlarda siipernatant MDA diizeyi {izerine

cisplatinin etkisi.
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5.9. Cisplatin Tedavisinde GSH Diizeyleri

Brucella enfeksiyonu siiresince hiicre ici GSH diizeyinde kontrol grubuna gore

onemli bir farkin olusmadig1 gozlendi (p > 0.05). Ancak cisplatin tedavisinin enfeksiyonun

6. ve 24. saatlerinde GSH seviyesini 6nemli derecede azalttig1 saptand1 (p < 0.05).
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Sekil 5.9. B. melitensis ile enfekte makrofajlarda GSH diizeyi iizerine cisplatinin etkisi.
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5.10. Brucella Enfeksiyonunda Cisplatin Tedavisinin GSH-Px Aktivitesi Uzerine

EtKisi

Cisplatin enfekte edilmeyen makrofajlarda inkiibasyon siireleri boyunca GSH-Px

aktivitesinde istatiksel bir farka neden olmadi (p > 0.05). Brucella enfeksiyonunda 6. saat

ve sonrasi enzim aktivitesinin azaldig saptandi (p < 0.05). Brucella enfekte makrofajlarda

cisplatin kullanimi GSH-Px aktivitesinde (6-48 saatler) belirgin bir artisa neden oldu (p <

0.001).
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Sekil 5.10. B. melitensis ile enfekte makrofajlarda GSH-Px aktivitesi iizerine cisplatinin

etkisi
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5.11. Katalaz Aktivitesi Uzerine Cisplatinin Etkisi

Brucella enfekte makrofajlar ve tedavi gruplarinda cisplatin katalaz aktivitesi

tizerine istatistiksel olarak bir faklilik olusturmadi (p > 0.05).
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Sekil 5.11. B. melitensis ile enfekte makrofajlarda katalaz aktivitesi {izerine cisplatinin

etkisi.
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5.12. Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesi Uzerine Cisplatinin Etkisi

Kontrol grubu (makrofaj) ve Brucella enfekte makrofajlarda (cisplatin negatif)
inkiibasyon siireleri boyunca XO aktivitesinde 6nemli bir degisikligin olusmadig1 goriildii
(p > 0.05). Tedavi gruplarinda ise cisplatin uygulamast XO aktivitesini ilk 24 saatlik
enfeksiyon siiresince istatistiksel olarak artirdigi saptandi (B+CisPl 1. saat p < 0.05, ve 24.

saat p < 0.001).
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Sekil 5.12. Brucella enfeksiyonunda ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ve cisplatinin etkisi.

M: enfekte edilmemis makrofaj, B: B. melitensis enfekte, B+CisPl: Brucella+cisplatin (20

uM).
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5.13. Cisplatinin Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Uzerine EtKisi

Makrofajlar ve Brucella enfekte makrofajlarda (cisplatin negatif) inkiibasyon

siireleri boyunca MPO aktivitesinde onemli bir farkin olusmadigi saptandi (p > 0.05).

Ancak cisplatinin Brucella enfekte hiicrelerde MPO aktivitesini 48. saatte anlamli sekilde

artirdig belirlendi (p < 0.001).

MPO aktivitesi (U/g protein)
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Sekil 5.13. Brucella enfeksiyonunda myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi. M: enfekte

edilmemis makrofaj. B: B. melitensis, CisPl: Brucella+cisplatin (20 uM).
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5.14. ELISA Yontemi ile IL-12 ve TNF-a Analizi

Brucella enfeksiyonu ve cisplatinin yangisal sitokinlerin sentezi iizerine etkileri
ELISA yontemi ile olctildii (IL-12 Sekil 5.14a; TNF-a Sekil 5.14b). Brucella her iki
yangisal mediyator iiretimini uyarmazken, cisplatin IL-12 sentezini 6-24. saatlerde, TNF-

a’y1 ise 24-48. saatlerde artirdi.
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Sekil 5.14a. Brucella enfeksiyonunda IL-12 sentezi ve cisplatinin (20 uM) etkisi (p <
0.001).
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Sekil 5.14b. Brucella enfeksiyonunda TNF-a sentezi ve cisplatinin (20 pM) etkisi (p <

0.001).
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5.15. RT-PCR Yontemi ile IL-12 ve TNF-o0 mRNA Transkripsiyon Analizi

Brucella ile enfekte makrofajlarda yangisal sitokinlerden IL-12 ve TNF-a
transkripsiyonlar1 iizerine cisplatin tedavisinin etkisi RT-PCR yontemi ile analiz edildi.
Enfeksiyon siiresince her iki yangi mediyatoriiniin transkripsiyonu uyarilmazken, cisplatin

tedavisi genlerin amplifikasyonunu farkli diizeylerde artirdi.

Tablo 2. Brucella enfekte makrofajlara cisplatin uygulamasinin proinflamatuar sitokinlerin

mRNA transkripsiyonlar iizerine etkisi

Brucella + CisPl
Enfeksiyon (saat) IL-12 TNF-a
1 1,6 3,6
24 20,1 8,3
48 2,8 18,9

B. melitensis ile enfekte makrofajlara 48 saat siireyle cisplatin (20 uM) uygulandi. Brucella
enfekte gruptan elde edilen transkripsiyonlar 1 kabul edilip, cisplatin etkisinde buna gore

kiyaslama yapildi. Degerler misli (kat) artis1 gosterir (n=3).
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6. TARTISMA ve SONUC

Bruselloz, Brucella tiirii bakteriler tarafindan insan ve hayvanlarda akut ve kronik
seyirli olan zoonoz bir enfeksiyondur. Hastalik insanlarda titreme, yiiksek ates, kas ve
eklem agrilan ile seyreder ve hastalarin % 5’inden fazlasinda relapslar (tekrarlama)
goriilebilir (Young 1995). Hayvanlarda ise yavru atma, kisirlik ve verim kayiplar gibi
ekonomik problemler ile birlikte hastaligi ¢evreye bulastirmalar onem tasir. Bruselloz
insanlarda kombine antibiyotik kullanimi ile tedavi edilse de, hiicre i¢i etkenler viicudun
cesitli organlarinda yillarca kalarak hastaligin tekrarlanmast (% 5-10) ve kronik bir
karakter kazanmas1 olagandir.

B. melitensis insan brusellozunda viriilans1 en yiiksek tiirdiir ve agir hastalik
tablosuna neden olur (DelVecchio ve ark 2002). Eskra ve ark (2003) makrofajlarin B.
abortus ile enfeksiyonunun heniiz baslangi¢ evresinde (4. saat) bazi pro-inflamatuar sitokin
(TNF-a, IL-1B) ve apoptotik gen (NF-«xB, gibi) ekspresyonlarinda uyar1 (up-regulation)
oldugunu rapor etmislerdir. Fakat aym arastirmada bazi yangi ve apoptoz uyarici genlerin
ise baskilandigi (down-regulation) rapor edilmektedir. Yaptigimiz in vitro bruselloz
modelinde enfeksiyonu takip eden 48 saat siiresince yapilan viabilite testleri ve tripan
mavisi degerlendirmeleri enfekte makrofajlarin % 3547,5’inin ortadan kalktigim1 gosterdi
(Sekil 5.1 ve 5.2). Bu bulgu enfekte konakta patojene karst savunma sisteminin belirli
diizeylerde uyarildigina isarettir. Ancak Brucella enfeksiyonlarinda patojenin hiicre icine
lokalize olmasi, konak hiicrede apoptoz ve hiicresel savunma mekanizmalarinin zayiflig
enfeksiyonu yenmede yetersiz kalmaktadir (Fernandez-Prada ve ark 2003, He ve ark
2006). Antibiyotikler hiicre icine c¢ok diisiik diizeylerde gecebildiklerinden intraseliiler
etkenlere kars1 tedavide basar1 sansit zorlagmaktadir (Pappas ve ark 2005, Falagas ve
Bliziotis 2006).

Bruselloz hastaliginda bakteriler konak savunma sistemlerinden apoptoz, immun
sistem ve oksidatif olaylar yeterince uyarmaz. Bir platin tiirevi olan cisplatin insanlarda
baz1 kanser tiirlerinin tedavi edilmesinde uzun yillar basari ile kullanilmaktadir (Madasu ve
ark 1997, Mansour ve ark 2002). Cisplatin farkli mekanizmalar ile apoptozu uyarir ve
kanser hiicrelerinin Oliimiine yol agar. Bu arastirmada Brucella enfekte insan
makrofajlarinda cisplatin uygulamasinin konak savunma sistemi {iizerine gii¢lendirici
etkileri in vitro sartlarda arastirildi. 20 pM konsantrasyonundaki cisplatin enfekte
makrofajlarda Brucella grubuna gore % 80 diizeyinde hiicre azalmasina neden oldugu

tespit edildi (Sekil 5.1-5.3).
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Cisplatin sitotoksik etkisini NO ve diger bazi serbest oksijen radikal iiretimi ile
yangi-olusturucu sitokinlerin sentezini tetikleyerek ve DNA dublikasyonunu durdurarak
apoptozu uyarmak suretiyle saglar (Chanvorachote ve ark 2006). Apoptoz normal doku
gelisimi ve hiicrelerde yenilenme mekanizmalarinda rol oynamakla birlikte apoptoz
sirasinda konak hiicre ile birlikte hiicre i¢i bakterinin de 6ldiigii bildirilmektedir (Wang ve
ark 2001, Dornand ve ark 2002). Apoptoz ayn1 zamanda intraseliiler bakterilerin serbest
kalmasini, boylece gerek fagositik hiicreler tarafindan birkisminin ortadan kaldirilmasi,
gerekse bakterilere antikor baglanarak komplementer sistemin uyarilmasi ile dliimlerine
neden olur (Rajashekara ve ark 2006). Cisplatin etkisi ile hiicre i¢i Brucella etkenlerinin
ortadan kaldirlmasinda birka¢ farkli mekanizma rol oynuyor olabilir. Bunlardan en
onemlisi NO iiretiminin uyarilmasidir. Nitekim NO {iiretimi makrofaj ve Brucella enfekte
hiicrelerde sifir seviyede iken, cisplatin uygulamasinin kalic1 ve yiiksek diizeylerde (> 100
uM) seyreden NO salimimina neden oldugu saptandr (Sekil 5.4). NO hiicre i¢i siiperoksit
anyonu ile reaksiyona girerek peroksinitritleri ve klor ile reaksiyona girerek hipokloréz
asiti olusturur. Bu molekiiller bakteriler icin kuvetli bakterisidal etkilidir (Akuta ve ark
2005). RT-PCR analizleri de iNOS transkripsiyonunun cisplatin tedavisi ile uyarildigini
gosterdi (Sekil 5.6). Nitekim cisplatin ile birlikte NO iiretimini katalize eden iNOS
inhibitorii L-NAME kullanimi cisplatinin sitotoksik etkisini tamamen ortadan kaldirdigi
gozlemlendi (Sekil 5.5). Bu sonug cisplatinin sitotoksik etkisinde NO’in 6nemli oldugunu
gostermektedir. Daha once NO iizerine yapilan bazi arastirmalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir (Lopez-Urritia ve ark 2000; Watanabe ve ark 2000). Insan brusellozunda NO
tiretiminin uyarilmamasi enfeksiyonun kroniklesmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Caron
ve ark 1994, Gross ve ark 1998, Bagues ve ark 2005).

Bir¢ok serbest radikal molekiilii hiicreler i¢cin zararh iken, NO diisiik diizeylerde
onemli fizyolojik islevlerde rol alir (Lowenstein ve ark 1994). Cisplatinin aksine, NO
donorii SNP kullanarak yapilan analizlerde daha diisiik diizeylerde NO {iretimi saglandigi
(< 50 uM); bununla birlikte SNP etkisiyle enfekte hiicrelerin sayilarinin azalisinin aksine
viabilitelerinde artisa neden oldugu daha Once yapilan bir aragtirmada tespit edilmistir
(Erdogan ve ark yaymlanmamis calisma). Bu sonu¢ NO’in bakteriler tarafindan azot
kaynagi olarak kullanilabilecegi ile aciklanabilir. Ayrica Brucella etkenleri NO rediiktaz
aktivitesine sahip olduklarindan (Wang ve ark 2001) diisiikk seviyelerdeki NO’in kisa
siirede etkisiz hale getirilmesini sagliyor olabilir. Nitrik oksitin bilinen bir¢ok etkisi
bulunmaktadir. Ornegin bakterilerde demir-siilfiir bulunduran enzimlerde demir ile yer

degistirip metabolizmanin aksamasina neden olur. Demir enerji iiretim yollan {izerinde yer
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alan baz1 enzimlerin yapisinda kofaktdr olarak bulunmasi sebebiyle ATP sentezinin
azalmasi ve enerji yetmezligine neden olur. NO, bakterilerde DNA sentezinin hiz
kisitlayict bir enzimi olan riboniikleotid rediiktazi bloke eder ve hiicre DNA’sinin
deaminasyonu ile sitotoksik etki yapar (Taylor-Robinson 1996). Ancak cisplatin NO
kullaniminda esik deger iizerinde bir tiretime sebep olarak sitotoksik etki gosteriyor
olabilir.

Brucella enfeksiyonu siiresince hiicre homojenta ve kiiltir medyumunda lipid
peroksidasyon gostergesi olan aldehid tiirevi MDA makrofajlara gore daha diisiik bulundu
(Sekil 5.8). Bu etki bakterilerin CAT ve SOD aktivitesine sahip olmalar ile agiklanabilir
(Kim ve ark 2000). Bakterilerin savunma mekanizmasit olarak gelismis olan bu
antioksidanlar konaktan salgilanacak reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesinde 6nem
tagir. Cisplatinin 0.025-1.5 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonuyla yapilan kanser
calismalarinda (Hanneman ve Baumann 1991, Mansour ve ark 2002, Yildirim ve ark 2003)
bobrek dokularinda lipid peroksidasyonunun artigi saptanmistir. Bu arastirmada da benzer
sonuclar alinmistir. Cisplatin uygulamasi makrofajlarda daha diisiik olmak {izere Brucella
enfekte hiicrelere gore daha yiiksek diizeyde lipid peroksidasyona neden oldugu saptandi.
Apoptotik etkisi yan1 sira lipid peroksidasyonu cisplatinin yan etkilerinden biridir. Yapilan
benzer deneysel calismalarda cisplatin tarafindan olusturulan hasarlarin artmis olan MDA
diizeyleriyle dogrudan iligkili oldugu belirtilmistir (Sadzuka ve ark 1992, Silva ve ark
2001, Mora ve ark 2003).

Glutatyon (GSH), hiicre i¢i 6nemli antioksidan molekiillerdendir (Skrzydlewska ve
Farbiszewski 1997). Bu arastirmadan elde ettigimiz verilere gore 48 saatlik Brucella
enfeksiyonu siiresince GSH diizeyi kontrol grubu makrofajlara gére 6nemli bir farklilik
gostermedi (Sekil 5.9). Bu sonug hiicre i¢i serbest radikal diizeyinin enfeksiyon ile birlikte
degismedigini veya dengede tutuldugunu gostermektedir. Ancak cisplatin tedavisi Brucella
enfekte hiicre homojenatlarinda GSH diizeyini 6. ve 24. saatlerde belirgin diizeyde
baskilamistir (p < 0.05). Ratlarda cisplatin ile yapilan calismalarda bobrek GSH
diizeylerinde azalma gozlemlenirken (Silva ve ark 2001; Atessahin ve ark 2005), bazi
arastiricilar ise cisplatinin GSH diizeylerini degistirmedigini ve hatta arttirabilecegini
bildirmektedirler (Antunes ve ark 2000, Mora ve ark 2003, Naziroglu ve ark 2004).
Intraselliiler glutatyon diizeyinin baskilanmasinin, cisplatinin sitotoksik etkisinde nemli
oldugunu savunan litaratiir bilgileri ile verilerimiz arasinda paralellik bulunmaktadir

(Kazuhiro ve ark 1995).
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Glutatyon peroksidaz aktivitesi cesitli hastaliklara ve fizyolojik durum
degisimlerine bagli olarak normal degerlerden sapmalar gosterebilir. Cisplatinin bobrek
homojenatinda GSH-Px aktivitesini anlaml1 olarak azalttig1 bildirilmektedir (Mansour ve
ark 2002). Bu arastirmada Brucella enfeksiyonunun ilk saatlerinden baslayarak 48 saatlik
enfeksiyon siiresince kontrol grubuna gore GSH-Px aktivitesinin baskilandigi saptandi
(Sekil 5.10). Bu sonu¢ GSH-Px’in substrati olan H,O, molekiiliiniin bakteriyel katalaz
katalizorliigiinde azaltilmasi ile aciklanabilir. Cisplatin Brucella enfekte makrofajlarda
GSH-Px aktivitesinde Ozellikle 24. saatten itibaren belirgin diizeylerde artisa neden oldu.
Bu antioksidan enzim aktivitesindeki artis cisplatin etkisi ile GSH diizeyindeki azalma
sonucu muhtemelen hiicre i¢i substrat diizeyinin artis1 ile agiklanabilir (Pratibha ve ark
2006). Bununla birlikte Brucella enfeksiyonu ve cisplatin tedavisinin katalaz aktivitesinde
degisiklige neden olmadig saptandi (Sekil 5.11). Yapilan calismalar cisplatinin reaktif
oksijen tiirlerinin iiretimine, enzimatik ve non enzimatik antioksidan sistemlerin
zayiflamasina neden oldugunu gostermektedir (Antunes ve ark 2001, Atessahin ve ark
2006). Cisplatin uygulanan ratlarda katalaz aktivitesinin baskilandigi da bildirilmektedir
(Yiice ve ark 2007).

Brucella enfeksiyonunda serbest oksijen radikal iireten enzimlerden XO ve MPO
aktivitelerinin degismedigi saptandi (Sekil 5.12-5.13). Brucella enfeksiyonlarinda bu
enzim aktiviteleri daha once arastinlmamistir. Cisplatin XO aktivitesini ilk 24 saatte, MPO
aktivitesini ise 48 saatlik enfeksiyon siiresince istatistiksel olarak artirdigi saptandi.
Sirasiyla siiperoksit anyonu ve hipoklordz asit sentezleyen bu iki enzim aktivitesindeki
artig, enfekte hiicreler iizerindeki sitotoksik etkide onem tasimaktadir. Cisplatin ile daha
once yapilan in vivo caligmalarda (Giile¢ ve ark 2006) cisplatinin bobrekte XO ve MPO
aktivitesini artirdig1 rapor edilmistir. XO ve MPO aktivitelerinin cisplatin ile uyarilmasi
sonucu artan serbest radikallere maruz kalan bakteriler lizerine stotoksik etki yapmasi
muhtemeldir. Ciinkii, cisplatin ile birlikte antioksidan N-asetil sistein (NAC)’in enfekte
makrofajlara ilavesi, hiicresel oliimleri ortadan kaldirmistir (Sekil 5.7).

Brucella gibi fakiiltatif intraseliiler bakteriyel enfeksiyonlarda en onemli sorun
hastaligin kroniklesmesidir. Brusellozda intraseliiler yasam ve etkenlerin hiicre iginde
cogalma ve bunun altinda yatan genetik mekanizmalar heniiz aydinlatilamamistir (Kikuchi
ve ark 2006). Intraselliiler enfeksiyonlara kars1 direncin gelisiminde ilk olay immiinolojik
makrofajlarin uyarilmasidir. Patojenlerin makrofajlar atarafindan fagosite edilmesi veya

LPS gibi yiizey molekiilleri ve salgilanan toksinler konak tarafindan yangisal ve yangi
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onleyici sitokinlerin sentezine neden olur (Golding ve ark 2001). IL-12 ve TNF-a notrofil
ve makrofajlar, IFN-y ise T-lenfositler tarafindan iiretilen énemli yangisal molekiillerdir.
Ancak, B. abortus ve B. melitensis’in bakteriyel toksin salgilamamalar1 ve yiizey
LPS’lerinin zayif antijenik Ozellikte olmasi nedeniyle konak savunma sistemini siddetli
derecede uyarmazlar (Kariminia ve ark 2002). Bu arastirmada da B. melitensis’in insan
makrofajlarinda IL-12 ve TNF-a iiretimini uyarmadig tespit edildi (Sekil 5.14a-14b).
Enfekte makrofajlarin cisplatin ile muamele edilmesi bu iki yangisal sitokin seviyesini ¢ok
yiiksek diizeylerde olmasa da hem transkripsiyon hem de protein sentezi yOniinden
uyardig1 saptandi (Tablo 2). IL-12 sentezi ilk 24 saat i¢inde gegici bir artis gosterirken,
TNF-a iiretimi ise enfeksiyonun 24. saatinde baslayip daha uzun siireli devam etmektedir.
Kemik iligi kokenli makrofajlarda yapilan arastirmada cisplatin IL-1 ve TNF-a
ekspresyonunu artirdi1  bildirilmistir (Suresh ve Sodhi 1991). Insan ndroblastoma
hiicrelerinde yapilan baska bir calismada ise cisplatinin TNF-a ve iNOS mRNA
transkripsiyonunu uyardig1 belirtilmistir (Ogura ve ark 1997). Elde edilen bu sonuglara
gore insanlarda bruselloz tedavisinde cisplatinin apoptotik etkisinde yangisal sitokinlerin

de rolii olabilecegi diisiiniilebilir.

Bruselloz hayvanlarda ekonomik kayiplara sebep olmakla birlikte, zoonoz bir
hastalik olmasi hastaligin 6nemini daha da artirmaktadir. Insanlarda bu hastaliga kars:
etkili bir as1 heniiz bulunmamaktadir. Hastalik yiiksek dozlarda ve kombine antibiyotikler
ile tedavi edilebilmektedir. Yetersiz tedavi ve bazi vakalarda ise tedaviye ragmen hastalik
niiks edebilmektedir. Enfeksiyonun kroniklesme mekanizmalar1 heniiz aydinlatilamamistir.
Bu sebeple alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu arastirmada geleneksel
tedavi yontemlerine alternatif olarak kemoterapétik ajanlardan cisplatin in vitro sartlarda
calisildi. Cisplatinin, B. melitensis ile enfekte hiicrelerinde IL-12 ve TNF-a gibi immun
sistem uyarici1 ve bakterisidal etkili NO salinimini uyararak enfekte makrofajlarin sayis1 ve
viabilitelerinde 6nemli diizeylerde kayiplara neden oldugu saptandi. Genetik ve molekiiler
calismalarin yami sira farkli apoptotik ajanlarin in vivo sartlarda kullanim ile alternatif

tedavi yontemlerinin tespitinde 6nem tagiyabilecegi sonucuna varildi.
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