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TURKCE OZET

Bruselloz, etkeni Brucella bakterileri olan diinya capinda zoonotik bir
enfeksiyondur. Eksozomlar, bir¢ok hiicre tipi tarafindan salinan multivezikiiler
govdelerden tiiretilen kiiclik lipit vezikiillerdir. Eksozomal hiicre kargosu,
kokenlendigi hiicrenin tipini yansitir. Bu ¢alismada akut, kronik bruselloz ve saglikli
kontrollerden alinan serum 6rneklerinden elde edilen eksozomlarin Akan Hiicre Olger
(AHO) yardimiyla immiinfenotiplemesini yapmak, farkli gruplarda eksozomlarin
hangi hiicre gruplarindan kéken aldigini belirlemek, brusellozun kroniklesmesinde,
eksozomlarin etkisini ortaya koymak ve bruselloz immiinpatogenezinde eksozomlarin
potansiyel rollerine dair literatiire katkilar sunmak amaglanmistir.

Calismamiza, bruselloz tanist konmus 10 akut ve 10 kronik hasta ile 10 saglikli
kontrol dahil edilmistir. Serum Orneklerinden eksozomlar ticari izolasyon Kkiti
kullanilarak elde edilmistir. Onceden tasarlanan panelde, monoklonal antikorlarla
boyandiktan sonra, AHO ’de eksozomlarm immiinfenotiplemesi yapilmistir.

Eksozom varliginin dogrulanmasi, eksozoma spesifik monoklonal antikorlar
olan CD9, CD63 ve CD81 boyamalar1 ve elektron mikroskobu (SEM)
degerlendirmeleriyle yapilmistir. Degerlendirme sonucuna gore graniilosit kokenli
eksozom degerleri akut grupta, kronik ve saglikli gruba gore anlamli derecede yiiksek
cikmistir, bunun yaninda kronik ve saglikli grup arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. G-MDSC (graniilositik-myeloid kokenli siipressor hiicreler) kokenli
eksozom degerleri, akut grupta kronik ve saglikli gruba gore anlamli derecede ytiksek
bulunmustur, ayn1 zamanda kronik grup ve saglikli kontrol grubu arasinda anlaml
derecede farklilik gézlenmistir.

Tez caligmas1 sonucunda, akut donemde hastalifin patogenezinde graniilosit
kokenli eksozomlarin rol oynadigi ve ortamda bulunan myeloid kdkenli supressor
hiicrelerden kaynaklanan eksozomlarinda graniilosit kokenli eksozomlar oldugu
bulunmustur. Brusellozun farkli evrelerinde, graniilosit kdkenli ve G-MDSC kdkenli
eksozomlar arasindaki anlamli farklar, hastaligin immiinpatolojisine, yeni ¢alismalarla
birlikte 6nemli katkilar sunabilir.

Anahtar Kelimeler: bruselloz, eksozom, kronik, akut, ekstraselliiler vezikiiller
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INGILIiZCE OZET

Analysis of Exosome Profile in Patients with Brucellosis

Brucellosis is a worldwide zoonotic infection caused by a type of bacteria from
the genus Brucella. Exosomes are small lipid vesicles derived from multi-vesicular
bodies released by many cell types. The exosomal cell cargo reflects the type of cell
from which it originated. In this study, we aimed to perform immunophenotyping of
exosomes isolated from serum samples from acute, chronic brucellosis and healthy
controls using Flow Cytometry, determine from which cell groups exosomes originate
in different groups, reveal the effect of exosomes in the chronicity of brucellosis, and
contribute to the literature on the potential roles of exosomes in the
immunopathogenesis of brucellosis.

Our study included 10 acute and 10 chronic patients diagnosed with brucellosis
and 10 healthy controls. Exosomes from serum samples were extracted using a
commercial isolation kit. In the pre-designated panel, after staining with monoclonal
antibodies (mAbs), the exosomes were immunophenotyped using Flow Cytometry.

Confirmation of the presence of exosome was performed by staining of
exosome-specific mAbs CD9, CD63 and CDS81 and electron microscopy (SEM)
evaluations. According to the results of the evaluation, granulocyte and G-MDSC
(granulocyte-like myeloid derived suppressor cells) derived exosomes (%) were
significantly higher in the acute group compared to the chronic and healthy groups.
On the other hand, a significant difference was observed between the chronic group
and the healthy control in exosome values (%) originating from G-MDSC.

In this study, we found that granulocyte and G-MDSC-derived exosomes may
play a role in the acute phase responses of brucellosis. The significant differences
between granulocyte and G-MDSC-derived exosomes at different phases of
brucellosis may contribute to the immunopathology of the disease with new studies.

Keywords: brucellosis, exosome, chronic, acute, extracellular vesicles
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1-GIRIiS

Bruselloz, insanlarda yiiksek derecede morbiditeye sahip, baz1 gelismekte olan
iilkelerde endemik olarak kabul edilen, diinya ¢apinda zoonotik bir hastaliktir (Dean,
Crump, Greter, Schelling, & Zinsstag, 2012). Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
verilerine gore, her yil diinyada bu hastaligin yaklasik 500.000 yeni vakasi kayitlara
gecmektedir (Corbel, 1997). Bruselloz, Akdeniz, Orta Dogu, Afrika, Latin Amerika
ve Asya'nin bazi bolgeleri gibi endemik olarak yiiksek bulunan bolgelerde kontrol
edilemeyen bir sorun olmaya devam etmektedir. Hastalik diinyanin hemen hemen
her bolgesinde bildirilmistir (Dean ve ark., 2012; Pappas, Papadimitriou, Akritidis,
Christou, & Tsianos, 2006). Bruselloz, Tiirkiye nin de yer aldigi1 Akdeniz Havzasi
bolgesinde hiper-endemik olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
(THSK) 2017 y1l1 Bruselloz Istatistik Verileri raporuna gore vaka sayis1 6457 olarak
bildirilmistir. Ayn1 rapora gore, 2017 y1l1 itibariyle morbidite hiz1 da 100.000°de 7,99
olarak giincellenerek, bu oranda bir onceki yila gore artis gézlenmistir. THSK
verilerine gore Tiirkiye’deki son oliimlii vaka ise 2008 yilinda gozlenmistir.
Bruselloz, iilkemizde resmi kurumlara bildirilmesi zorunlu hastaliklardan birisidir.
Ancak bildirilen rakamlarin, ger¢ek vaka sayilarinin altinda oldugu diigiiniilmektedir
(THSK, 2017).

Bruselloz, temel olarak sigir, koyun, keci, domuz ve develerden kan, plasenta,
fetlis veya rahim salgilar1 ile dogrudan temas yoluyla veya pastorize edilmemis siit
veya yumusak peynir gibi kontamine ¢ig hayvansal {irlinlerin tiikketimi yoluyla
bulasir. Ayrica bruselloz, diinya ¢apinda laboratuvar kaynakli en yaygin bakteri
enfeksiyonlarindan biridir. Halsizlik, istahsizlik, ates ve derin kas gii¢siizliigi ile
karakterize olan bir hastalik olarak, 1860 yilinda Marston tarafindan tanimlandi.
Sorumlu mikroorganizma, 1887'de David Bruce tarafindan izole edildi. Hastaligin
ilk izole edilmesinden giiniimiize kadar, yeni tiirler belirlendi (Gorvel, 2014).
Gunumizde, B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti,
B. pinnipedia, B. microti, B.papionis, B.vulpis ve B. inopinata da dahil olmak {izere
bilinen 12 Brucella tiirii vardir. Bruselloz, birincil olarak, birden ¢ok klinik belirti ve

semptomla birlikte, kaynagi bilinmeyen ates olarak ortaya ¢ikar. Hastalarda



spondilit, nérobruselloz veya Brucella endokarditi gibi ciddi fokal komplikasyonlar
goriiliir. Insan brusellozunun klinik &zellikleri ve seyri, tifo atesi, romatizmal ates,
spinal tiiberkiiloz, piyelit, kolesistit, tromboflebit, otoimmiin hastaliklar ve timdrler
gibi diger bircok enfeksiyoz ve enfeksiydz olmayan hastaliklarla ortiismektedir
(Colmenero ve ark., 1996; Lulu ve ark., 1988).

Ik kez 1980°1i y1llarin sonunda, ekstraselliiler boslukta kesfedilen eksozomlar,
bir¢ok hiicre tipi tarafindan hiicre dis1 ortama salgilanabilen hiicre dis1 vezikiillerin
bir alt grubu olan 40-100 nm ¢apinda membran vezikiilleridir (Tung, Ernstoff, Allen,
& Shu, 2019). Hiicrelerden salgilanan eksozomlarin baglangicta, komsu hiicreler
iizerine etkisi olmayan, hiicre hasarindan kaynaklanan hiicresel atik veya hiicre
homeostazinin yan {riinleri oldugu diisiintilmiistiir. Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalar, bu hiicre dis1 vezikiillerin, lipid, protein, niikleik asit kargosu tagiyabilen
islevsel araglar olduklarini gostermistir. Eksozomlarin bu kargolar1 hedef hiicrelere
ulagtirabilme yetenegi, salmimindan uzak yerdeki alici hiicrelerin yeniden
programlanabilmesi fikrini dogurmustur (Zhang, Liu, Liu, & Tang, 2019).
Eksozomlarin biyolojik islevinde 6nemli belirsizlikler bulunmasina ragmen, antijen
sunumu, immiin yanitlar, hiicresel sinyal iletiminde oldukca etkili ozellikleri
olabilecegi, son yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Hiicre i¢inde oldugu gibi
hiicre disinda da strese kars1 koruyucu etkileri bulunabilecegi gibi islevsel agidan zit
bir goriinlimde sergileyebilir. Eksozomlar, neredeyse tiim Okaryotik hiicreler
tarafindan saliabilirler. Hiicre tipinin islevinin ve hiicrenin sahip oldugu diger
ozelliklerin, eksozomal kargonun dogasini yansittig1 sdylenebilir (Greening, Gopal,
Xu, Simpson ve ark., 2015). Son yillarda yapilan arastirmalardan elde edilen degerli
sonuglar, eksozomlar ve biyolojik olarak aktif kargolarinin, kronik enflamasyonlar,
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklar, noérodejeneratif hastaliklar, metabolik
hastaliklar ve tiimdrler gibi birgok hastalik ile ilgili prognostik veri saglayabilecegini
gostermektedir. (Liu ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2019).

Eksozomlar, kdken aldiklar1 hiicrelere bagl olarak degisebilen benzersiz bir
protein bilesimine sahiptir. B lenfositlerinden, dendritik hiicrelerden, bagirsak epitel
hiicrelerinden ve diger hiicre tiplerinden elde edilen eksozomal proteinlerin, immiin-
Elektron Mikroskop lokalizasyon ¢aligmalari, Western Blot analizi ve peptid kiitle

haritalamasi yontemleriyle eksozomlarin ortak ve hiicre tipine 6zgii proteinlerinin



varlig1 ortaya konmustur (Schorey, Cheng, Singh, & Smith, 2015). Ekzozomal
olusum ve multivezikiiler cisimlerin tasinmasi, transport i¢in gerekli endozomal
ayrilma kompleksi (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport; ESCRT)
proteinleri tarafindan diizenlendiginden, bu proteinler ve yardimei proteinlerinin
(Alix, TSG101, HSC70 ve HSP90), koken aldiklar1 hiicre tlirtinden bagimsiz olarak
eksozomlarda bulunmasi beklenir. Ayrica sitoskeletal proteinler, trimerik G
proteinlerinin alt birimleri ve tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CDS82)
eksozomlarin yaygin proteinleri arasinda yer almaktadir. Bu protein gruplari,
eksozomlarn varligim1 ortaya koydugundan eksozomal marker proteinleri olarak
isimlendirilir (Vlassov, Magdaleno, Setterquist, & Conrad, 2012). Son yillarda
yapilan ¢alismalar, bazi eksozomal biyogenez siire¢lerinin ESCRT mekanizmasindan
bagimsiz olarak da gergeklesebilecegini One siirmiistir. ESCRT-bagimsiz
mekanizmalarda eksozomlarin CD63 tagimasi sebebiyle, alternatif mekanizmanin
sfingomiyelinaz enzimine bagli gerceklestigi diisiiniilmektedir (Trajkovic ve ark.,

2008).

Eksozomlarin farkli hiicre ve doku tiplerinde oynayabilecegi ¢esitli fizyolojik
ve patofizyolojik rolleri umut vadetmektir. Eksozom biyolojisini bir terapotik veya
tedavi stratejisi olarak kullanmak i¢in bir¢ok firsat oldugu agiktir. Chaput ve ark.
yaptig1 bir calismada dendritik hiicrelerin, pro-enflamatuvar veya anti-enflamatuvar
deksozom (dendritik hiicre kokenli eksozom) iiretmesine yonelik modiilasyon
stratejisi gelistirilmistir (André ve ark., 2004). Ayrica kanser asilari, hiimoral
immiinite modiilasyonu, transplant tolerans endiiksiyonu, gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonlari, romatoid artrit gibi bir¢ok heyecan verici alanda
eksozom stratejileri ortaya konmustur (Monguio-Tortajada, Lauzurica-Valdemoros,
& Borras, 2014; Nazimek, Bryniarski, & Askenase, 2016). Farkli terapotik
yaklagimlarda, nano-tasiyicilar olarak eksozomlarin kullanimina yonelik ¢caligmalar

devam etmektedir (Wang ve ark., 2020).

Eksozom arastirmalarinda en ¢ok ilgi ¢eken konu, hastaliklar i¢in biyolojik
belirtegler olarak kullanilma ihtimalinin degerlendirilmesidir. Parkinson hastalig1 ile
ilgili yapilan bir ¢aligmada, hem plazmada hem de BOS’da (BOS, beyin-omurilik-

stvis1) parkinson hastaligi ile iligkili bir protein olan alfa siniiklein igerdigi



gosterilmistir (Atik, Stewart, & Zhang, 2016). Bir baska calismada, glioblastoma
biyolojik belirteci olarak eksozomlar arastirilmistir (Jiang ve ark., 2018). Bir diger
calismada, idrardan izole edilen eksozomlarin akut bobrek hasarmin belirteci olma
yetene8ini gostermistir. Ayrica, eksozomlar pankreas ve akciger kanseri igin
biyolojik belirte¢ olarak Onerilmistir (Kang, 2020). Bir bagka uygulama alani,
eksozomlarin biyobelirteclerin tasiyicis1 olarak kullanilmasidir. Eksozomlar, bu
yontemle hastaligin teshisi, hastanin tedaviye yanitinin izlenmesi ya da takip
edilmesi i¢in kullanilabilir. Eksozomlarin, hastalarin tedaviye yanitinin izlenmesi,
klinik ortamda bu vezikiillerin potansiyel bir uygulama alanidir. Se¢ilen hastaligin
belirteci, dogrudan hastalikla iligkili ise ve hastanin tedavisi uygun sekilde
ilerliyorsa, hastanin biyobelirteclerinde farkliliklar izlenmelidir (Doyle & Wang,
2019). Eksozomlarin diger potansiyel rollerinin disinda, klinik ortamda dogrudan

tani, takip ve tedaviye yonelik rolleri olduk¢a umut verici gériinmektedir.

Viral ve bakteriyel patojenler, patojen replikasyonunu, hayatta kalma
sinyallerini ya da patolojiyi artirmak amaciyla eksozom fonksiyonlarini degistirebilir
ya da bozabilirler (Zhang ve ark., 2018). Hiicreler, lokal ve uzak bolgelerdeki
hiicrelerin tepkisini ve bu tepkileri kontrol eden diizenleyici faktorleri aktarmak icin
ekstraselliiler vezikiilleri kullanir. Viral veya bakteriyel enfeksiyondan etkilenmis
olan hiicrelerde eksozom mekanizmasi, alic1 hiicrenin fenotipini degistirebilecek,
patojen kokenli faktorleri de kargo olarak kabul edebilir. Ekstraselliiler vezikiillere
paketlenen birgok patojen kokenli faktorler, ESCRT proteinleri veya ilgili kargonun
diger proteinleriyle etkilesime gecerek, enfeksiyonun artirilmasini ve anti-patojen
konak tepkilerinin susturulmasi i¢in kullanilabilir (Rodrigues, Fan, Lyon, Wan, &
Hu, 2018). Bakteriyel enfeksiyonlar ve eksozomlar ile ilgili yapilan ¢aligmalar,
eksozomlarin birbirine zit rollerinin ortaya konulmasiyla sonuglanmistir (Crenshaw
ve ark., 2018; Zhang ve ve ark., 2018). Eksozomlar, bu tiir enfeksiyonlarda, konak
hiicre bagisiklik tepkisini artirarak, konagi korumaya yardimci olabilecegi gibi, ayni
zamanda enfeksiyonun yayilmasina destekte olabilir. Giri ve Schorey’in yaptig1 bir
calismada, M. bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG/verem asisi) ile enfekte olmus
ve enfekte olmamis fare makrofajlarindan elde edilen eksozomlart birlikte inkiibe
etmistir. Inkiibasyonun ardindan, enfekte olmus makrofajlardan kokenlenen

eksozomlarin CD4" ve CD8" T hiicrelerinde IFN-y iiretimini uyardig1 gézlenmistir



ancak enfekte olmamis makrofaj-kdkenli eksozomlar bdyle bir uyarimi
gerceklestirmemistir (Giri, & Schorey, 2008). Bu durum eksozomlarin, her iki T
hiicresi i¢cin Onemli bir antijenik faktore sahip oldugunu diisiindiirmistiir.
Eksozomlarin pro-enflamatuvar yanitlar1 destekledigi, Myobacterium spp,
Kleibsiella pneumoniae ve Cryptoccus neoformans gibi g¢esitli  bakteri
enfeksiyonlarinda gosterilmistir (Jones ve ark., 2018). Eksozomlarin ayrica antijene
0zgli T hiicre yanitinin aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir. Khruh-Garcia ve ark.,
tiibberkiilozun tanisinda eksozomlarin biyobelirte¢ olarak kullanilmasi amaciyla
MRM (¢oklu tepki monitdrizasyonu) yontemini optimize etmislerdir. Gelistirdikleri
yontemle, tliberkiiloz hastaliginin latent ya da aktif evresinde olmasindan bagimsiz
olarak eksozomlar yardimiyla hastaligin tanis1 miimkiin hale gelmistir (Jones ve ark.,
2018; Kruh-Garcia, Wolfe, & Dobos, 2015).

Eksozomlarin, biyolojik rollerine dair oldukc¢a ilgi c¢ekici ozellikleri
bulunmaktadir. Mevcut literatiirde, arastirma konusunda herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu dogrultuda, arastirmamizda brusellozun kronik ve akut
evrelerinde, eksozomlarin hangi hiicrelerden kdken aldiginin belirlenmesi, eksozom
immiinfenotiplemesini yapmak, brusellozun kroniklesmesinde eksozomlarin etkisini
ortaya koymak, brusellozun immunopatogenezinde eksozomalarin potansiyel rollerine
dair literaratiire katkilar sunmak amaclandi. Brusellozun tani, tedavi ve takibine yeni
bakis acilar1 kazandiracagina inandigimiz bu arastirmanin ilgili literatiire dnemli

katkilar saglayacagini diistinmekteyiz.



2-GENEL BILGILER

2.1. Brucella Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Brucellaceae ailesi (Family III), Brucella cinsini ve Alphaproteobacteria
sinifindaki Rhizobiales takiminin filogenetik iiyeleri olarak bilinen Daeguia,
Mycoplana, Ochrobactrum, Paenochrobactrum ve Pseudochrobactrum olmak iizere
bes diger cinsi icerir (Sekil 1). Brucella bakterilerinin genetik olarak birbirine
benzeyen 12 adet tiirii bulunmaktadir (Meyer, 1981) (Tablo 1). Konak 6zellikleri ve
patojenite Ozelliklerine gore ayrilan bu tiirler viriilans bakimindan bazi memeli
canlilarla sinirlandirilmistir. Brucella bakterilerinin biiyiik bir genoma sahip olmasi ve
farkli ¢evrelerde bulunabilmesi potansiyel olarak adaptasyon yeteneklerinin giiclii
olmasiyla iliskilendirilir. Brucellaceae ailesinin diger cinslerine ait tiirler cogunlukla
cevresel faktorlerden izole edilirken, Brucella tiirleri hayvanlardan ve insanlardan

izole edilmistir (Xavier, Costa, Paixao, & Santos, 2009).

Brucella
— Ochrobactrum

Paenochrobactrum
Daeguia

- Pseudochrobactrum
Mycoplana

Sekil 1. Brucellaceae ailesi filogenetik agact (pHYLOT v.2.0 ile olusturulmustur)



Tablo 1. Bilinen Brucella tiirleri ve 6zellikleri (Meyer, 1981)

Tiirler Etkin Bolge Konak Insan Vakalan

B. melitensis Akdeniz Bolgesi, Arap | Koyun, keci Var
Yarimadast

B. abortus Asya, Avrupa Sigir Var

B. suis Latin Amerika, Asya, | Domuz Var (biyovar-1)
Avrupa

B. canis Almanya, Cin, Kopek Nadir vakalar
Japonya

B. ovis ABD, Giiney Afrika, | Koyun Bildirilen vaka yok
Arjantin

B. neotomae ABD Kemirgenler 2 vaka bildirildi

B. microti Avrupa Tarla Faresi Bildirilen vaka yok

B. ceti Kuzey Yarim Kiire Deniz Memelileri Laboratuvar kaynakl

1 vaka bildirildi

B. pinnipedialis Kuzey Yarim Kiire Deniz Memelileri Bildirilen vaka yok

B. inopinata Belirsiz Belirsiz 1 vaka bildirildi

B. papionis Belirsiz Babunlar Bildirilen vaka yok

B. vulpis Avusturya Kizil Tilkiler Bildirilen vaka yok

Brucella bakterileri acorobik ve cubuk sekilli morfolojiye sahiptir. Gram-
negatif bakteriler olan Brucella tiirleri, spor iiretemezler. Mikroskop altinda oval
olarak goriinebilirler ve diger bakteriler diislintildiiglinde, kiigiik yapida bir profil
sergilerler, cap olarak 0.7 um ve uzunluk olarak 1.5 um’e varan boyutlardadir (Verger
ve ark., 1998). Hareketsiz tiirler olan Brucella bakterileri, bazi bakterilerde gozlenen
kamg1 yapisindan yoksundur. Bu bakteriler, dis hiicre zarma yakin ince bir hiicre
duvar1 bulundururlar. Dis hiicre zar1 ise giiglii bir lipopolisakkarit formu (LPS) ve {i¢
ana protein grubuna sahiptir (Cardoso, Macedo, Azevedo, & Oliveria, 2006). Brucella
tiirlerinin plazmitleri dogal olarak bulundurduguna dair herhangi bir bulguya
ulagilamamasina ragmen, genetik miihendisligi yoOntemleriyle bu bakterilerde
plazmitlerin kullanimi oldukg¢a kolay gortinmektedir (Rigby, & Fraser, 1989).

Gram-negatif bakterilerin, hiicresel yapilarinin karakteristik o6zelligi LPS
yapilaridir. Brucella bakterileri, LPS’1 yapisal olarak iki formda olusturabilir. Diiz

formlarda, dis zarda bir tam uzunlukta bir LPS bulunurken, diger formda O-zinciri



bulunmaz (Casabuono ve ark., 2017). Brucella bakterileri, birgok ortamda (su, toprak,
et ve siit iiriinleri, digki, toz vb.) uzun siire hayatta kalabilirler. Bu bakterilerin yok
edilmeleri icin ise bazi kosullar gereklidir, 6rnegin 60°C’ de 10 ila 15 dk ya da % 0,1
fenol icerisinde 15 dakika maruziyet bu bakterilerin harap olmasina yol agar (S6zen,
1996). Thayer-Martin veya Farrel medyumlari, bu bakterilerin izolasyonu ve se¢ilimi
icin uygundur. Brucella tiirleri 20°C ile 40°C sicaklik araliginda gogalabilir ancak
optimal 37°C’de 4-6 giin inkiibasyondan sonra olgunlasirlar (Ledwaba, Ndumnego,
Matle, Gelaw, & Van Heerden, 2020). Sadece iki Brucella tiirtinde (B. abortus ve B.
bovis) optimal biiyiime i¢in CO> gereklidir. Farkli Brucella tiirleri deneysel olarak
farkli bliylime 6zellikleri ve gereksinimlerine gore (CO2, Hidrojen Siilfit iiretimi,
serolojik ozellikler) ayrilabilir (Pérez-Etayo ve ark.,2018).

Brucella bakterilerinin karakteristik 6zelliklerinden biri iki kromozomlu
yapisidir. (1.17 ve 2.1 Mb). Her iki kromozom da ayni G+C oranina sahiptir ve
kodlama bolgeleri c¢ogunlukla benzerdir (Michaux ve ark., 1993). Brucella
melitensis’in gen sekanslama sonuglarina gore, bu bakterilerin virulans faktorlerine
iliskin sonuglar elde edilmistir. Tip-I, Tip-II ve Tip-III sekresyon sistemleri eksprese
edilmezken flagella spesifik Tip-III, Tip-IV ve Tip-V sekresyon sistemlerinin yani sira
adhezinler, invazinler ve hemolizinlerin eksprese oldugu bulunmustur (Delvecciho ve
ark., 2002). Ortaya konan bu lokusun temel metabolik, fonksiyonel ve replikatif
Ozellikleri bu genetik materyallerin bir mega-plazmidden ¢ok kromozom oldugu

gorisiinii desteklemistir (Halling ve ark., 2005).

2.2. Brusellozun Tarihcesi

Bruselloz i¢in bir¢ok kaynakta, tarih boyunca ihmal edilmis bir hastalik olarak
bahsedilir. Bruselloz tarihi, Brucella bakterilerinin izolasyonuyla baslamamustir.
Bruselloz’a dair ilk kanitlar 2.4 ile 2.8 milyon yillik oldugu diisiiniilen bir hominidde
(Australopithecus africanus) iskelet lezyonlari ile gozlenmistir (D’ Anastasio, Zipfel,
Moggi-Cecchi, Stanyon, & Capasso, 2009). M.O. 400’li yillarda Hipokrat’m da
Epidemikler adli yazisinda belirttigi gibi, bruselloz olgularyla iligkilendirilebilen,
wsrarct ates, eklem agrilar1 ve timdr yapilar: olusturma gibi belirtileri olan bir klinik

sendrom bildirilmistir (Hippocrates, MO.450 ; Pappas ve ark., 2006). Unlii yahudi din



adamu Paul the Apostle’in da bu Malta adasinda bu hastaliga yakalandig1 “etimdeki
diken” olarak belirttigi hastaligin bruselloz oldugu diisiilmektedir. Ayrica biiyiik
felaket Veziiv Daginin volkanik olarak patlamasi ile bazi1 karbonize yiyeceklerde
kokus-benzeri morfolojik olarak Brucella bakterilerine benzer yapilar gozlenmistir
(Capasso, 2002).

Bruselloza dair en erken tanim Marston tarafindan 1859 yilinda yapilmistir.
Kendinin de miizdarip oldugu bu hastalig1 Tifo Atesi’nden farkli bir hastalik olarak
tanimlamistir. Sonralar1 Akdeniz atesi olarak tanimlanan hastalik, Kraliyet
Donanmasindaki askerlerde, romatizmal komplikasyonlarin eslik ettigi kronik bir
rahatsizlik olarak tanimlandi.1884 yilinda Yiizbasi David Bruce Malta’ya giderek,
birka¢ arkadasiyla birlikte arastirmalarina basladi. Bu arastirmalar sirasinda,
Micrococcus melitensis bakterisi, insan dalaklarindan izole edildi (Rahman ve ark.,
1970). Theomisticles Zammit, kec¢i siitiinden bakteriyi izole ederek, pastorize
edilmeyen kegi siitii ve dalgali ates arasinda bir iliski buldu. Bu dogrultuda 1904
yilinda Akdeniz Atesi Komisyonu (Mediterranean Fever Commission) orduda keci
stitii tiikketimini yasaklayarak, siitlerin sterilize edilmesi gerektigi fikrini onermistir
(Wyatt, 2013). Yillar sonrasinda Bang, diisiik sigir yavrularindan insana bulasma
emareleri gozlemis ve Brucella abortus izole ederek, hastaligi Bang hastalig1 olarak
tanimlamigtir (Webb, & Webb, 1948). 1918 yilinda Alice Evans, Bang hastalig1 ve
Malta atesi arasindaki benzerlikleri ve iliskili mikroorganizmalar iligkilendirerek,
David Bruce’un onuruna bu bakterilere Brucella ismini vermistir (Evans, 1918).
Sonrasinda kesfedilen diger tiirler, Brucella suis, Brucella canis, Brucella ovis,
Brucella neotomae isimleri de bu dogrultuda verilmistir (Siimerkan ve ark., 2008)

Tiirkiye’de “Malta hummas1” yada “Akdeniz hummasi” olarak bilinen
Bruselloz, ilk kez 1905 yilinda Kuleli Askeri Hastanesinde, Mehmet Sabit Akalin ve
Hiisamettin Kural tarafindan bir erde tespit edilmistir. Bu yillardan itibaren, sigir ve
koyunlardan bakteriler izole edilmistir. Modern hemsireligin Onciisii kabul edilen
Florence Nightingale’in bu hastaliga Kirim Savas: sirasinda Istanbul da yakalandig

diistiniilmektedir (Baysal ve ark, 1999).



2.3. Bruselloz Epidemiyolojisi

Bruselloz’un ekonomik ve sosyal etkileri, iilkelerin tarim ve hayvancilik
sahalarina biiylik zararlar verebilmektedir. Diinya’nin bircok kisminda Bruselloz
enfeksiyonlar1 varligi siirdiirmektedir. Ileri hayvan ve insan sagligi uygulamalariyla
gelismis bircok lilkede, Bruselloz bir tehdit unsuru olmaktan ¢ikmistir. Ancak,
Akdeniz Bolgesi, Ortadogu, Bat1 Asya, Afrika ve Latin Amerikanin bazi bolgelerinde
Bruselloz etkinligini giiclii sekilde siirdiirmektedir. Ulkelerin bazi1 tarimsal ve halk
saglig1 politikalarin1 standardize edememesi ile dogrudan iliskili olan hastalik,
diisiiniilenin aksine yiiksek bir prevelansa sahiptir (Gul, & Khan, 2007). Diinyada
bruselloz insidansinin en yiiksek oldugu iilkeler, Suudi Arabistan, iran, Filistin, Suriye,
Kuveyt ve Umman olarak bildirilmistir. 2011 yilindan itibaren Suriye’de siiren i¢ savas
sebebiyle, bircok Suriyeli vatandas iilkelerini terk etmek zorunda birakilmistir.
Avrupa’da birgok {iilkede, Suriyeli vatandaslarin gociinden kaynaklanan bruselloz
vakalar bildirilmistir (Deyi ve ark., 2021; Grunow ve ark., 2016).

Bruselloz, zoonotik bir enfeksiyon oldugundan 6nemli bir halk sagligi
problemidir. Hayvanlarla yakin temasi bulunan, ¢iftciler, veterinerler ve hayvancilik
endiistrisi igerisinde aktif is sahalarinda bulunan kisiler i¢in risk yiiksek olmasina
ragmen, bircok hasta besin tirlinleri yoluyla hastaliga yakalanmistir. B. melitensis ve
B. abortus, hastaligin endemik oldugu bdlgelerde, siklikla siit tiiketimi yoluyla
insanlara bulagmaktadir. Hastaligin 6liim orani diisiik olmasina ragmen, morbiditesi
yiiksektir (Corbel, 2006).

Bir¢ok iilkede, B. melitensis brusellozun en 6nemli tiirii olarak goriilmektedir
(Sekil 2). B. abortus ve B. suis enfeksiyonlarinin da {ilkelerin ¢esitli politikalarina ve
hayvancilik sistemlerine gore baskin oldugu bdlgeler bulunmaktadir. Cografi
bolgelere gore Brucella tiirlerinin ¢esitli biyovar ve suslar rapor edilmistir. Libya,
Umman ve Israil’de B. melitensis biyovar-1, Tiirkiye ve Suudi Arabistan’da biyovar-
2 izole edilmistir (Refai, 2002). B. melitensis biyovar-3 ise, lilkemiz de dahil olmak

lizere genis bir cografi bolgede bulunmaktadir (Halling, & Boyle, 2002).
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Sekil 2. Diinya genelinde yillik vaka sayilar1 (milyonda) (Pappas ve ark., 2006)

Ulkemizde, Bruselloz’un farkli kirsal bolge ve sehirlerde etkileri ile ilgili birgok
caligma yapilmigtir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore, 1970 yilinda 37 bruselloz vakasi
bildirilmistir. Gelisen tarim, hayvancilik ve saglik politikalarinin yani sira, ilerleyen
tibbi teknoloji, glinlimiizde daha dogru analiz imkani vermektedir. Giliniimiizde
insanlar arasinda, %1,5 le %25 arasinda bruselloz prevelansi bulunmaktadir (Wang, &
Jiang, 2020). Ancak, riskli gruplarda (veteriner hekimler, hayvancilik sektor,
kasaplar ve siit ve siit drlinleri enstitiisii) bu oran daha yliksektir. Bruselloz
enfeksiyonlari, diistiniildiigii gibi hayvancilik sektoriiniin gelismis oldugu Giineydogu
Anadolu ve Dogu Anadolu Bolgelerinde yiiksek insidans gostermektedir. Saglik
Bakanlig1 verilerine gore 2017 yili vaka sayist 6457 olup, 2008’den 2017°e kadar
yalnizca 1 6lim vakasi bildirilmistir (THSK, 2017) (Sekil 3). Ancak iilkemizde
hastalik bildirim oranlar1 istenilen seviyelerde olmadigindan, bu sonuglar muhtemelen

tablonun tamamini géstermemektedir.
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Sekil 3. Saglik Bakanlif verilerine gore diizenlenmistir. 2012-2017 yillar1 arasinda Bruselloz vaka sayilar: ve morbidite hizi
(100.000)

2.4. Bulasma

Hayvanlarda bruselloz, her yas grubunda goriilebilir ancak genellikle cinsel
olarak olgunlagmasini tamamlamis hayvanlarda yaygindir. Hayvanlarin genel bulas
yollar1, kirli ortam (su ve besin), hamilelik, dogum ve diisiik durumlaridir. Hasta
hayvan kokenli iirlinler (siit, idrar, plasenta, mukus sekresyonlar1), siklikla hastalik
etkeni bakteriyi icermektedir (Adams, 1998). Hayvanlarda ayrica géz sivisi ve
solunum yoluyla bulagmalar da rapor edilmistir (Coelho, Diez, & Coelho, 2015).
Dogal yagamin bir unsuru olarak hastaligin bulagsmasinda disi hayvanlarin daha biiyiik
etkisi mevcuttur. Hastalia sahip erkek hayvanlar, yagsamlarinin sonuna kadar hastaligi
ihtiva etse bile, bulastiricilig1 olduke¢a diisiik bir seviyede tutarlar (Pappas ve ark.,
2006).

Insanlarda bruselloz vakalarinin neredeyse tamaminda, enfekte hayvanlara
veya hayvan kokenli biyoiiriinlere maruziyet sonucu bulag goriilmektedir. Hastaligin,
hayvanlara ve insanlara bulasma orani birbiriyle giiclii sekilde iliskilidir. Hijyen
kosullarinin yetersizligi, kotii hayvan politikalari, tiiketim aligkanliklari ve riskli
meslek gruplarimi koruyucu onlemlerdeki aksamalar, hastaligin bulasmasinda en
onemli etkenlerdir (Jaber, Dahan, & Harrari, 1999) . Hastaligin endemik oldugu birgok

bolgede, enfeskiyonlarin ilk kaynagi ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilan iirlinlerdir. Son
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yillarda yapilan baz1 ¢aligsmalar, temel siit iiriinlerinin yan sira, krem peynir, tereyagi
ve dondurma gibi gelismis llkelerde tliketim sikliginin fazla oldugu iiriinlerin
muhtemel olarak silipheli oldugu bildirilmistir. Brucella bakterilerinin krem peynirde
birkag giin, dondurma ve tereyag gibi liriinlerde ise haftalarca canliligini koruyabildigi
tespit edilmistir (Yumuk, & O’Callaghan, 2012). Kasar peynir ve yogurt gibi
tiriinlerde ise propiyonik ve laktik asit fermentasyonu sayesinde bulasma riski yok
denecek kadar azdir (Pappas ve ark., 2006). Baz1 gelismis iilkelerde pastorize siit
tirtinlerinin kullanilmas1 yaygindir, bu bolgelerde nadiren goriilen vakalarda en temel
bulagsma faktorii temastir. Et ve et irilinleri ile bulas genellikle ¢ok nadir
gozlenmektedir. Kas dokusundaki bakteri mikroorganizma sayisinin diisiik
seyretmesine ragmen bazi durumlarda, az pigsmis ya da pismemis iiriinlerden bulag
olabilmektedir (Oztiirk, Soysal, & Altas, 1993). Bunun yaninda hastaligin cinsel iliski,
transplantasyon ve gebelik sirasinda fetiise bulastigina dair bazi durumlar bildirilmistir
(Tian, Zhan, & Zhang, 2019).

Brusellozun bulagma ihtimalinin yliksek oldugu yerlerde ¢alisan bazi riskli
meslek gruplar1 vardir. Hastaligin endemik olarak seyrettigi baz iilkelerde, ciftgiler,
veterinerler, kasaplar, laboratuvar g¢alisanlari, hayvan bakim personelleri gibi bazi
mesleklerde, gerekli onlemler alinmadigindan hastaligin bulagsmasi kayda deger
derecede artmistir. Koruyucu giysiler, iyilestirilmis hijyen kosullar1 ve hastalik ile
ilgili egitimler, bulagsma oranini minimum seviyeye indirecektir (Doganay, & Mese-
Alp, 2008). Ayrica patojenlerin solunmasi, asilama kazalar1 ve plesenta ile temas

dikkat edilmesi gereken baska noktalardir (Seyman, Asik, Sepin-Ozen, & Berk, 2015).

2.5. Klinik Bulgular

Bruselloz, spesifik olmayan belirti ve semptomlari olan ve siklikla yanlis teshis
koyulan sistemik bir bakteriyel enfeksiyondur. Hastaligin teshisinden hemen sonra
anti-mikrobiyal tedavi gereklidir ve yetersiz tedavi hastalikla miicadelenin siiresini
uzatir. Hastaligin kulucka donemi degiskenlik gosterir. Hayvanlarda kulucka stiresi
yas, cinsiyet, enfeksiyona maruziyet yiikii, gebelik ve hayvanin immiin yanitindan
etkilenir (Ariza, Pellicer, Pallares, Foz, & Guidol, 1992). Ineklerde, enfeksiyona

maruziyet siiresi, sekli ve ylikiiniin hastaligin sonuglarina etki edebildigi gosterilmistir.
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Bu etkenlere bagimli olarak, hasta hayvanlarda kisirlik, siit tiretiminin azalmasi ve
Ostrus siklusunda degiskenlikler gézlenir. Hastalik bugiine kadar, sigir, keci, kopek ve
domuzlarda kisirlikla iligkilendirilmistir (Corbel, 1988).

Insanlarda, bruselloz spesifik olmayan ancak bazi karakteristik semptomlari
bulunan bir sistemik bir enfeksiyondur. Hastaligin semptomlari, sadece birka¢ giin
icinde gozlenebildigi gibi, 2 yildan fazla siirmesi de olasi1 bir sonugtur (Buzgan ve ark.,
2010). Temel olarak, ates, yorgunluk, istah kayb1, kas/eklem agrilar1 ve depresyon gibi
semptomlart mevcuttur. Ancak hastaligin sistemik durumuna bagli olarak, klinik
olarak genis spektrumlu bir model sergilemektedir (Benjamin, & Annobil, 1992). Her
dort hastadan birinde solunum semptomlari ortaya ¢ikar ancak radyografiler genellikle
normaldir. Ayrica brusellozda mide bulantisi, 6ksiiriik ve gdgiis agris1 gibi semptomlar
da gozlenebilir (Mili, Auckenthaler, & Nicod, 1993). Kronik graniilamatdz seklinde
ilerleyen enfeksiyon, aniden ya da yavasca gelisebilir. Hastaligin kulugka siiresi
genellikle 1-3 haftadir ancak bazen birkag ay1 da bulabilir (Winn, & Koneman, 2017).

Insanlarda klinik bruselloz seyri genellikle mikrobun patojenitesi ve immiin
sistem mekanizmalarin etkinligi ile sekillenir. Brusellozda hastalik semptomlarinin
seyri ve siiresine gore siniflandirma yapilmistir (Tablo 2) (Doganay ve ark., 2008).
Akut brusellozda, gii¢siizliik, ates, bas agrilari, eklem agrilari, dermatolojik bulgular
ve gastrointestinal sistem bozukluklar1 gibi semptomlar goriilebilir. Akut bruselloz,
tedavi edilmez ise, 6liimle sonuglanabilir. Semptomlar1 genellikle 8 haftadan daha kisa
siirer. Sub-akut bruselloz siniflandirmasi ya da kronik evreye gecis donemi olarak
adlandirilan bu evre 2 aydan 1 yila kadar siirebilir. Akut bruselloz benzeri semptomlar
gbzlenir ancak daha zayif goriiniimlidir (Ertek, 2003). Hastalik 1 yildan fazla
sirdiigiinde ise kronik bruselloz simiflandirmasi yapilir. Osteoartikiiler sistem,
karaciger hasarlar1 ve norolojik semptomlar hastaligin bu evresinde gozlenebilir
(Ficht, 2003). Bu smiflandirmanin diginda, son yillarda giindeme getirilen bazi
bruselloz terimleri de mevcuttur. Sub-klinik ya da asemptomatik bruselloz,
metabruselloz ve bruselloz allerjisi kavramlar1 sinirli olarak bazi arastirmalarda

tanimlanmistir (Galinska, & Zagorski, 2013).
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Tablo 2. insan brusellozunun klinik siniflandirmasi

Siniflandirma Semptom Goriilme Siiresi Semptomlar
Sub-klinik - Asemptomatik
Akut/Sub-akut 2 ay- 1 yil Ates, terleme, bas agrisi yorgunluk,

splenomegali, hepatomegali

Kronik >yl Noropsikiyatrik sendromlar,
Karaciger hasarlari, Osteoartikiiler

sistem bozukluklar

Ates, brusellozda en yaygin belirti olarak kabul edilir. Yetiskin vakalarin
%90’1indan ve cocuklarin ise %85’inden fazla vakada ates semptomu bildirilmistir.
Brusellozda atesin her ne kadar diger hastaliklardan ayirt edici bir karakteristigi
bulunmasa da, son derece degisken bir goriintii ¢izer (Madkour, 2012). Brusellozda
ates, dinlenme durumunda diisiis sergilerken, spor faaliyetlerinden sonra artis
gostermistir. Hastaliga ates ile birlikte genelde titreme de eslik eder ve yliksek atesle
iliskili goriinmektedir. Bir bagka semptom ise terlemedir, genellikle hastaligin siddeti
ile dogru orantili olarak gelismektedir. Eklem, bel agrilar1 ve kas agrilar1 genellikle
bruselloz enfeksiyonlarinda siklikla goriiliir (Liu ve ark., 2020). Hastalig1 agir sekilde
seyreden bireyler genellikle yatar pozisyonda olmay1 tercih ederler. Siklikla yorgunluk
hissi, halsizlik ve herhangi bir fiziksel aktiviteden kaginma iste§i mevcuttur.
Brusellozun erken semptomlarindan biri de mide bulantis1 ve kusmaya eslik eden
anoreksi durumudur. Ayrica, son yillardaki bazi1 ¢alismalar, mental bazi

rahatsizliklarin da bruselloz iligkisini ortaya koymustur (Lim, & Reland, 2004).

2.6. Patogenez

Brusellozda, enfeksiyonun olusum asamalari, bakterinin viriilansi, konagin
direnci, yasi, cinsiyeti ve diger faktorlerden etkilenir. Brucella tiirleri konaga, yutma,
solunum, konjonktival veya deri s1yriklari yoluyla girebilir (Bishop, Bosman, & Herr,
1994). Konak ile enfekte olduktan sonra, bu bakteriler rekiiloendotelyal sistemin
igerisine gecer (Corbel, 2006). Brucella tiirleri, fakiiltatif bakterilerdir ve konagin

miyeloperoksidaz sistemini baskilarlar. Notrofiller veya mononiikleer fagositik
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hiicreler tarafindan fagositoza ugramasina ragmen bu hiicreler igerisinde hayatta
kalabilirler (Corbel, 1999).

Brucella tiirlerinin genom analizleri incelendiginde, toksinler, lifler ve
kapstiller gibi bakterilerde bulunan bazi viriilans faktorlerinden yoksun olduklari
gbzlenmistir. Bu bakterilerin immiin sistem savunmasindan ka¢gmak i¢in lizozomal
degredasyonu engelleyip, hiicre i¢i trafigi ve hii¢re i¢ci ortam1 kendi yararina modiile
ettigi diisiiniilebilir (de Figueiredo, Ficht, Rice-Ficht, Rosetti, & Adams, 2015). Bunun
yaninda Brucella bakterilerinin TNF-a {iretimini bloke eden bazi yolaklar kullanmasi,
viriilansin karakterize bir Ozelligi olabilir (WHO, 1998). IFN-y iiretiminin ise,
potansiyel olarak Brucella tirlerinin proliferasyonunu engelledigi, ancak bu
bakterilerin ortadan kaldirilmasi i¢in yeterli olmadig1 bilinmektedir (Bishop ve ark.,
1994). Bruselloz ile ilgili ¢alismalar, diiz suslarda bulunan, endotoksik olmayan
smooth lipopolisakkaritlerin (S-LPS), enfeksiyonun ilk asamalarindan itibaren, dogal
ve edinsel immiinitenin gelisimini frenledigi goriisiinii desteklemistir. O-yan zincirine
sahip bu LPS’ler, patojeni mikrobisidal etkinliklere karsi direncli kilmaktadir ve en
onemli viriilans faktorii olarak bilinmektedir (Cardoso ve ark., 2006; Mancilla, 2016).
Bunun yaninda diger form olan O-zincirleri bulunmayan rough-LPS (R-LPS)’ler ise
konak immiin sistem yanitlarindan kaginmak i¢in daha basit bir yol izler (Cardoso ve
ark., 2000).

Bruselloz bakterileri epitel hiicreler, fibroblastlar gibi fagositik olmayan
hiicreleri enfekte edebildigi gibi, monositler, makrofajlar ve nétrofiller gibi fagositik
hiicreleri de enfekte edebilirler. Brucella tiirlerinin hiicre i¢i trafigi, enfekte ettigi
hiicrelerin 6zelliklerine gore degiskenlik gosterir. Epitel hiicreler gibi bazi fagositik
olmayan hiicrelere Brucella girisi, bazi reseptér molekiiller, aktin filamentleri ve
GTPaz aktivasyonuyla gerceklesir (Moreno, & Gorvel, 2004; Pizarro-Cerda, Moreno,
& Gorvel, 2000). Enfeksiyonun ilk asamalarinda, Brucella bakterileri hiicrelerin erken
fagositik kompartmanlarin1 hedef alir, buna yanit olarak konak hiicresi ise geg
endozomu olusturur. Ge¢ endozomun olugmasi ile lizozom ve fagolizozom yapilari
gelismis olur. Fagositik olmayan hiicrelerde, Brucella bakterileri, gogunlukla otofajik
yolak ile endoplazmik retikuluma (ER) odaklanir. Bu noktada, Brucella bakterileri,
tip-1 transmembran glikoproteini olan lizozom ile iliskili membran proteini 1 (LAMP-

1)’1 kullanarak ER ile birlesir. Boylece Brucella bakterileri fagozomdan uzak durarak
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kendilerini tehlikeden korurlar ve ER icinde hiicresel fonksiyonlara etki etmeden
replike olabilirler (Glowacka, Zakowska, Naylor, Niemcewicz, & Bielawska-Drozd,
2018 ; Moreno ve ark., 2004).

Brucella tiirlerinin fagositik hiicrelere gecisi, bazi reseptorler kullanilarak
(FcR, C3bR, mannoz-baglayici reseptorler, fibronektin reseptorleri) gerceklesir.
Hiicreye baglandiktan sonra, lipid kismiyla hiicreye giris yapar. Giriste, lipid kismi1
iceriginde bulunan kolesteroller, glikozilfosfatidilinositol (GPI) ve glikosfingolipitler
Ozellikle kolaylik saglar (Watarai, 2004). Opsonizasyon saglandiktan sonra, Brucella
bakterileri, hiicrelerin Fc reseptorlerini de etkin sekilde kullanir, hiicrelere gecis
Ozgurliigii saglandiktan sonra Brucella igeren vakuoller olugsmaya baslar (BCV).
BCV’nin ilk olusumunu takiben bakteri konak hiicrede, once erken endozom
olusturmaya baglar, sonrasinda ge¢ endozomu takiben lizozom ve fagolizozom
yapilart olusur. BCV yapilar1 ER’le birlesmek icin fagositik olmayan hiicrelerde
yaptigr gibi LAMP-1’1 kullanir, ancak bu sadece enfeksiyonun ilk agamalarinda
gergeklesir (Celli & Tsolis, 2015 ; Moreno ve ark., 2004). Brucella enfeksiyonun
sonuna dogru LAMP-1 bagimsiz hareket eder, ancak kalneksin ve kalretikulin gibi ER
saperonlarina ihtiyag¢ vardir (Sekil 4). Brucella bakterileri, ER i¢ine gegince hiicrelerin
apoptoz mekanizmalarin1 durdurur ve replike olmaya baslar (Starr, Ng, Wehrly,

Knodler, & Celli, 2008).

Brucella
(Rough)

Sekil 4. Brucella tiirlerinin hiicre i¢i trafigi (Ahmed ve ark., 2016)
Brucella tiirleri birgok bakteriden farkli olarak klasik viriilans faktorlerine
sahip degildir. Brucella patojenlerinin en dnemli 6zellikleri, konagi enfekte edebilme

kapasiteleri, replikasyon yetenekleri ve konaga kars1 direncleridir (Glowacka ve ark.,
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2018). Lipopolisakkaritler, gram-negatif bakteriler icin en 6nemli bilesenlerden
biridir. Brucella bakterileri i¢in, daha once bahsedildigi gibi, iki tiir LPS vardir. S-
LPS’ler ve R-LPS’ler olarak tanimlanan bu liposakkaritler arasindaki en biiyiik fark
O-antijen yan zincirlerinin varligidir. Brucella LPS’si klasik bakteriyel viriilans
faktorleri olan LPS’den ayrilmaktadir. LPS’ler ile ilgili yapilan toksisite
calismalarinda, Brucella- kokenli LPS’lerin, diger bakterilerden kaynaklanan LPS’lere
gore cok daha az toksisite sergiledigi gdzlenmistir (Forestier, Moreno, Pizzaro-Cerda,
& Gorvel, 1999; Goldstein ve ark., 1992). S-LPS veya R-LPS bulunduran Brucella
tiirleri, hiicre i¢i trafikte ve hiicreye giriste farkliliklar bulundurur. S-LPS’e sahip
Brucella tiirleri, lizerinde bulunan lipid katmanlart ile hiicrelerle etkilesir, ancak R-
LPS bulunduranlar lizozomla birlesmeye egilimlidir (Lapaque, Moriyon, Moreno, &
Gorvel, 2005). Brusellozda, bir diger viriilans faktorii ise VirB Tip-IV sekresyon
sistemleridir. VirB sekresyon sisteminin hiicreye giris mekanizmalarinda, molekiil ve
protein salgilanmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Son yillardaki ¢alismalar,
VceA ve VceC adhi iki proteinin bu sekresyon sisteminde Onemli oldugunu
diistindiirtmektedir (de Jong, Sun, Hartigh, van Dijil, & Tsolis, 2008). Ancak deneysel
caligmalara gore, bu iki proteinin fagositik olmayan hiicrelere giriste ve fagolizozomal
birlesmenin engellenmesinde dogrudan etkili oldugunu kanitlanamamistir (Delrue ve
ark., 2001). Brucella tiirlerindeki 6nemli diger virlilans faktorleri arasinda, iki-
bilesenli diizenleyici sistem (BvrS/BvrR), Brucella viriilans faktorii A (BvfA), seker
ve nitrojen metabolizmalar1 ve stres proteinleri gosterilebilir (Kohler ve ark., 2002;

Lavigne ve ark., 2005).

2.7. Tam Yontemleri

Brusellozda tan1 koymak, herhangi bir hayvanda ya da insanda higbir zaman
kolay bir olay olmamistir. Giiniimiizde, ¢ogunlukla klinik incelemelerin, seroloji,
hiicre kiiltiirii ve molekiiler tekniklerle birlestirilmesiyle tan1 koyulabilmektedir (Baily,
Krahn, Drasar, & Stoker, 1992). Hiicre kiiltiirii yontemleri ¢ok daha tanimlayici
bulgular saglasa da, islemin ¢ok uzun siirmesi ve diisiik sensitivite dolayisiyla pratik
goriinmemektedir (Araj, 2010). Bir diger tan1 yontemi ise serolojik testlerdir. Serum

Tip Aglutinasyon Testi (SAT), Kompleman Fiksasyon Testi (CFT), Floresan
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Polarizasyon Testleri (FPA) ve Enzim-baglh Immiinosorbent Analizi (ELISA) gibi
testler serolojik olarak taniya yardimci testlerdir (Alton, Cornet, & Plackett, 1983;
Corbel, & Brinley-Morgan 1984; Lucero, Foglia, Ayala, Gall, & Nielsen, 1999;
Nielsen, Lin, Gall, & Jolley ve ark., 2000). Bunlarin disinda, Radyoimmiin Test,
indirekt immiinofloresan testi ve 2-merkaptoethanol testi de brusellozun tanisiyla
iliskilendirilen testlerdir (Colmenero ve ark., 1989; Parrat, Nielsen, & White, 1977).
Molekiiler acidan, brusellozun tanisinin koyulmasinda ise Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR), Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve Real-Time
PZR yontemlerinden bahsedilebilir (Bishop ve ark., 1994) (Tablo 3).

Tablo 3. Brusellozun laboratuvar tayininde kullanilan yontemler

Serolojik Testler Kiiltiir Yontemleri Molekiiler Teknikler
SAT Klasik Kiiltir Standart PZR
RBT Yari-otomatize kiiltiir Real-time PZR
Yanal Akis Testi Lizis santifiij kan kiiltiirii Nested PZR
CFT Pihti kiiltiirii LAMP
(Loop-mediated isothermal
amplification)
Coombs Testi MLVA
(Multilocus variable
number tandem repeat
analysis)
ELISA
Brucellacapt

Hiicre kiiltiiri yontemleri, Brucella bakterisinin varliginin dogrulanmasinda ve
kesin tam1 konulmasinda olduk¢a Onemlidir. Hayvanlarda genellikle, siit, kan,
klostrum, plasenta kalintilar1 ve mide {riinlerinden 6rnekler alinarak kiiltlire edilir.
Insanlarda ise, kan, beyin-omurlik s1vis1 ve idrar standart kiiltiir drnekleridir (Bishop
ve ark., 1994; Ghassan, Issam, & Alex, 1996). Brucella bakterilerinin potansiyel

enfeksiyoz yetenekleri, hiicre kiiltiir c¢alismalarinin  biyogiivenlik seviye 3
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laboratuvarlarinda yapilmasini zorunlu kilmistir (HSGM, 2015). Farkli suslar igin,
farkl1 ornekler daha iyi duyarliliga sahip olabilir. Baz1 ¢alismalarda, kemik iligi
ornekleriyle yapilan kiiltiirlerin, kan kiiltiirlerine gore daha etkin oldugu gosterilmistir,
farkl tiirlerde ise tam tersi gegerlidir. Diger bir unsur ise brusellozun hangi evresinde
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina dahil edildigidir. Genellikle kronik brusellozlu hastalardan
alman ornekler, hiicre kiiltiiriinde daha yavas bir biliylime gosterir (Corbel, 1999).
Hiicre kiiltiiriiniin yaninda, Bruselloz varliginin kanitina dair destek bir uygulama ise
mikroskopik incelemelerdir. Modifiye edilmis bir Ziehl Nelsen boyamasi1 (Stamp
boyamasi) Brucella tiirlerinin belirlenmesinde Onerilmistir, ancak boyama
reaksiyonun  Brucella-spesifik olmadigi gozlenmistir. Mikroskopik temelli
incelemeler, hiicre kiiltiiriinlin farkli asamalarinin takibinde yararli goriinmektedir

(Baily ve ark., 1992; Bishop ve ark., 1994).

Bruselloz’un tanisinda kullanilan serolojik yontemlerin en yaygimi Serum Tiip
Aglutinasyon Testi (SAT)’dir. 1987 yilinda Wright ve arkadaslarmin yaptigi
caligmalara dayanan bu yontemde, hastalarin antikor diizeyine ait titre analizi
yapilmaktadir. Hastalarin serum ornekleri seri sekilde dillie edilerek, antijenle
muamele edilir ve tiiplerdeki aglutinasyon sonuglari degerlendirilir (Araj ve ark.,
2010). Siklikla, Brucella melitensis, Brucella abortus ve Brucella suis tiirlerine 6zgii
IgM ve IgG antikorlarinin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Hastaligin akut fazinda,
oldukca yararh goriinmesine ragmen kronik ve sub-akut fazlarda brusellozun tanisinin
konulmasinda etkinligi dusiiktiir. 1/80°den daha yiiksek titreler genellikle hastaligin
ikinci yada tglincli haftasinda goriiliir (Yayli, 2003). Brusellozun indirekt olarak
tanisinin koyulmasini amaglayan agliitinasyon testlerinde hiz1 ve duyarlhilig1 ile 6ne
cikan bir baska test ise Rose Bengal Lam Testidir (RBPT). Ilk olarak hayvanlarda
hastalik tanisinda kullanilmak tizere gelistirilen bu test, giiniimiizde siklikla insanlarda
da kullanilmaktadir. 2 ila 4 dakika i¢erisinde hizlica sonug verebildigi ve duyarliliginin
%96’dan fazla olmasi sebebiyle oldukg¢a kullanigli bir testtir. Ancak tekrarlayan
enfeksiyonlarda kullanilmasi dogru sonuglar vermeyebilir. Brucella abortus 119-3
susunun Rose Bengal boyasi ile boyanmasi ile elde edilen bir antijen slispansiyonu ve
pH’1 3.65’e ayarlanmis tampon ile analiz yapilir (Bishop ve ark., 1994). Bunun

yaninda hizli sekilde sonu¢ verebilen diger agliitinasyon testleri ise, Lam
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Agliitinasyon Testi (SPOT), Mikroagliitinasyon testi ve Kart testi gibi uygulamalar
mevcuttur. Agliitinasyon testleri yetersiz kaldiginda, Kompleman Fiksasyon Testi
(CFT) uygulamasi ile dogrulama yapilabilir. Bu testin sensitivitesi ve spesifitesi
yiiksek olsa da, tespitinde ihtiya¢ duyulan islemler zorlu oldugundan sinirli kullanimi
mevcuttur (Garin-Bastuji, Blasco, Marin, & Albert, 2006; Krolak, & Blaszczyk, 1986).

Brusellozun tanisinin konulmasinda, diger serolojik yontemlerden daha ytiksek
sensitiviteye sahip bir metod olan ELISA, hastaliga spesifik immiinoglobiilinlerin
tespitini saglar. Klasik ELISA yontemlerine gore uygulanmasi daha kolay ve daha
etkili olan Kompetitif ELISA (c-ELISA) yontemi Bruselloz i¢in 6ne ¢ikmaktadir
(Saravi, Wright, Gregoret, & Gall, 1995). c-ELISA’da S-LPS’nin polisakkarit
yapisindaki yaygin ve bilinen epitoplara karst monoklonal antikorlar kullanilir. Diger
antijenlerle capraz reaksiyon gostermesi olduk¢a nadir oldugundan spesifik bir yontem
olarak kullanilmaktadir (Nielsen, & Kelly, 1995).

Son 20 yilda, molekiiler tekniklerin gelistirilmesi ile bir¢ok hastaligin tanisinda
kullanilmaya basglayan PZR yontemi Brusellozun tiplendirmesinde, tespitinde,
tedavisinde ve tedavi sonrasi izleminde oldukca etkilidir. Viicidun hemen hemen her
dokusundan calisilabilen bu yontem, enfeksiyonu takiben 10-15 giin sonra bile bakteri
varligimin tespitini miimkiin kilar (Queipo-Ortuno, Morata, Dcon, Manchado, &
Colmenero, 1997). PZR tan1 yontemleri, 16S ribozomal RNA genlerinin daha iyi
anlasilmasi1 sayesinde yiiksek duyarlilikla mikroorganizmalarin tespitini miimkiin
kilar. Son yillarda yapilan evrimsel ve taksonomik degerlendirmeler bu yontemin ayni
zamanda tan1 koymada da etkili oldugunu gostermistir (Bricker, 2002). PZR analizine
dayanan c¢esitli molekiiler yontemler, Brucella bakterilerine 6zgli bazi diziler
bulundugunu gostermistir. Gelistirilen otomatize sistemlerle, Brusellozun tani, takip
ve tedavisinde PZR temelli yontemler kullanimi oldukg¢a yararli goriinmektedir

(Queipo-Ortuno ve ark., 2005).

2.8. Tedavi
Brucella bakterileri antibiyotiklere karsi duyarli olmalarma ragmen, bu

mikroorganizmalarin hiicre i¢i yerlesimi, antibiyotiklerin ulasiminda terapotik bir

giicliik yaratmaktadir. Buna karsin, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin &nerilerine gore
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etkili bir antibiyotik kombinasyonuyla, uygun siirede tedavi hastalikla basa ¢ikmak
icin gereklidir. Tedavide uygun olmayan ilag se¢imi, dozaj ve siire ile birlikte bazi
suslarin antibiyotiklere gdsterdigi direng tekrarlayan enfeksiyonla iligkilidir (Solera,
Martinez-Alfaro, & Espinosa, 1997). Brucella bakterilerine kars1 oldukca etkili bazi
antibiyotikler bulunur. Yetiskinlerde akut brusellozda, rifampisin, minosiklin ve
doksisiklinin minimum alt1 hafta kullanimi 6nerilmektedir. Bruselloza eslik eden bazi
dis enfeksiyonlarin varliginda ise, rifampisin, tetrasiklin ve aminoglikozid kullanilarak
bir kombinasyon elde edilebilir (Alavi, & Alavi, 2013). Relaps, tedavinin
tamamlanmasinin ardindan belirli bir siire gegtikten sonra semptomlarin tekrar
goriilmesi  veya laboratuvar  bulgulariyla ~ mikroorganizmanin  varliginin
dogrulanmasin1 ifade etmektedir. Antibiyotiklerin fagositik hiicrelere kolayca
gecebilecek antibiyotiklerden secilmesi ve belirlenen tedavilerin etkin sekilde
uygulanmasi ile hastaligin relapsi biiyiik 6l¢iide engellenebilmektedir (Pappas, Solera,

Akritidis, & Tsianos, 2005).

2.9 Brusellozda Konak immiin Yamit1

Immiinpatogenezi iyi bilinen bir hastaligin tedavisi énemli dlciide kolaylasir.
Brusellozda konagin dogal ve edinsel immiin yanitlar1 heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamistir. Brusellozda konak immiin yaniti ¢aligmalar1 genellikle fare
modellerinde calisilmistir. Bruselloza karsi ilk savunma hatt1 fiziksel bariyerlerdir
(epitelyal hiicreler/ cilt). Kompleman sistemi, antijen sunan hiicreler (ASH), dogal
oldiirticii (NK) hiicreler ve y3 T hiicreler gibi dogal immiin yanit bilesenleri savunmaya
katilirlar. Brusellozda edinsel immiin yanitta, hiimoral immiin yanitlar enfeksiyona
kars1 yanitta vazgegilmez bir unsurlar1 olsa da, hiicresel immiin yanitin etkisi daha

fazladir (Skendros, & Boura, 2013) (Sekil 5).
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Sekil 5. Brucella enfeksiyonlarinda konak immiin yanita genel bakis (Skendros ve ark., 2013)

2.9.1. Dogal immiin Yamt

Patojenlere kars1 ilk savunma hatt1 genellikle deri ve epitelyal hiicrelerdir.
Epitelyumun stirekli kendini yenilemesi, bakteri tutulumunu engeller. Bunun yaninda,
gozyast ve tiikriik gibi salgilar bakteri yayilimini engeller. Ayn1 zamanda bu salgilar,
igerdikleri lizozim enzimi ve bazi pro-enflamatuvar molekiiller sayesinde bakterilerin
hiicre duvarlarin1 yikarak enfeksiyonu engellerler. Benzer sekilde, gastrointestinal
sistem ve solunum sisteminde gorevli mukus enfeksiyonun hayati organlara
yayilmasinin Oniine gecer.

Makrofaj ve dendritik hiicrelerin yer aldigt ASH’ler, konak savunmasinda hem
dogal hem de edinsel immiin yanitta gorevli hiicrelerdir. Makrofajlar, Brucella
bakterilerine kars1 merkezi bir rol oynarlar. Fare modelleri ile ¢aligmalar, bruselloza
kars1 makrofajlarda bazi gen ekspresyon paternleri hakkinda 6nemli bulgular
sunmustur. Farelerde B. abortus enfeksiyonunu ardindan BALB/c ve RAW264.7
makrofajlari ile yapilan ¢aligmalarda, hiicre i¢i enfeksiyonun kontrol altina alinmasi
amaciyla bazi sitokinlerin salinimi gozlenmistir. Enfeksiyondan sonra, artan TNF-a ve
IFN-y iki anahtar sitokin olarak dikkat ¢cekmektedir, bunun yaninda IL-1, IL-6 ve IL-
12 sitokinlerinin arttig1 bulunmustur. (Baldwin, Jiang, & Fernandes, 1993; Zhan, &
Cheers, 1993). Ilging sekilde, insan THP-1 makrofajlari ile ilgili yapilan ¢alismalarda
IL-1, IL6 ve IL-8 artarken TNF-a’nin baskilandigi gozlemi yapilmistir (Dornand ve
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ark, 2002). B. suis ile yapilan ¢calismalarda, Brucella tiirlerinde korunmus dig membran
proteini olan Omp25°in TNF-a’y1 baskiladigina dair bulgular ortaya konmustur, ancak
daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. insanlarda TNF-o’nin baskilanmasi, makrofaj
aktivasyonu ve immiin yanitin azalmasi ile sonuglanir ve bu durum Brucella
bakterilerine kars1 6nemli bir savunma mekanizmasi olan fagositozun engellenmesine
yol agar (Jubier-Maurin ve ark., 2001). Brusellozda dendritik hiicrelerin rolleri tam
olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, bazi insan ve fare ¢alismalarinda ilgi ¢ekici
sonuglara ulasilmistir. Brucella enfeksiyonu sonrasi dendritik hiicrelerden bazi ylizey
reseptorlerinin yani sira, pro-enflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-6, IL-10 ve IL-12
salmmminin  da arttifi  gbzlenmistir. Ayrica Brucella tiirlerinin replikasyon
yeteneklerinin monositik kokenli dendritik hiicrelerde oldukga gelismis oldugu

gozlenmistir (Billard, Cazevieille, Dormand, & Gross, 2005).

Notrofillerin Brucella enfeksiyonlarina cevap veren ilk immiin sistem hiicresi
oldugu diisiiniilmektedir (Young, Borchert, Kretzer, & Musher, 1985). Brucella
suglari, opsonizasyonun ardindan nétrofiller tarafindan hizlica fagositoza
ugrayabilirler. Zayiflatilmis B. abortus ve B. melitensis patojenleri ile yapilan
caligmalarda, her iki bakteri tiiriiniin de notrofiller tarafindan etkili sekilde oldiiriildiigi
ancak B. melitensis’in hiicre i¢i 6lime daha diren¢li oldugu bulunmustur. Bunun
yaninda bazi1 Brucella abortus suslarmin, fagozom ve lizozom etkilesmesini
engelleyerek, notrofiller iginde hayatta kalabildigi gézlenmistir (Kreutzer, Dreyfus, &
Robertson, 1979). Bu sagkalim, Brucella bakterilerinin lenfoid hiicrelere gdcilinde
notrofillerin etkisinin oldugu ve boylece bu bakterilerin yayilmasina destek olduguna
dair bulgular1 desteklemektedir (Ruiz-Castafieda, 1954).

NK hiicreleri, dogal immiin yanitin vazgecilmez bir bileseni olarak, birgok
mikroorganizmaya karsi savunmanin erken agamalarinda 6nemli roller oynar. Brucella
ile ilk etkilesim ASH’ler tarafindan kurulur, bu etkilesimin sonucunda IL-12 ve IL-2
gibi sitokinler salgilanir ve NK hiicreleri aktive olur (Fernandes, Benson, & Baldwin,
1995). Enfekte olan hiicrelerin oldiiriilmesi ve IFN-y salinmasi yoluyla Brucella
bakterilerine kars1 yanit olusturur. insanlarda, B. suis ile yapilan calismalarda, aktive
olan makrofajlarin etkisiyle NK hiicreleri enfeksiyonun temizlenmesine katkilar
sunmustur. ilging sekilde farelerde yapilan calismalar, NK hiicrelerinin Brucella

enfeksiyonlarinin temizlenmesinde, mevcut immiin yaniti degistirmedigini ortaya
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koymustur. Ancak bu durum farelerde Brucella bakterilerine karst NK hiicrelerinin
Onemsiz oldugunu gostermez. Brucella bakterilerine karsi NK hiicrelerinden bagimsiz
olarak, yeterli bir immiin yanitin saglandig diisiiniilebilir (Dornand ve ark., 2004).
MHC-smirli olmayan yo T hiicreleri ise, bir¢ok enfeksiyona karsi erken
yanitlarda gorev alirlar. Peptid olmayan yapidaki antijenleri taniyan bu hiicreler,
spesifik aksesuvar molekiillerine, antijen sunumuna ve antijenin islenmesine ihtiyag
duymazlar (Oliaro ve ark., 2005). Son yillarda, yd T hiicrelerinin bir altgurubu olan
Vy9Vo2 hiicreleri bruselloz ile iligkilendirilmistir. Bruselloz hastalarindan alinan
periferik kan Orneklerinde arttigi goriilen bu hiicrelerin makrofajlarda Brucella
replikasyonunun, TNF-a ve IFN-y {ireterek ve hiicresel sitotoksisite mekanizmalarinin

aktive ederek, engelledigi gosterilmistir (Skendros, Pappas, & Boura, 2011).

2.9.2. Edinsel immiin Yanit

Hiimoral immiin yanitlar, Brucella bakterilerinin karakteristik hiicre i¢i
Ozellikleri diisiiniildiigiinde, koruyuculugu az ve etkileri sinirl bir goriiniim izlerler.
Fare ve insanlarda, serolojik tan1 yontemlerinde siklikla kullanilan artmis Brucella-
spesifik Ig ( IgM, IgGl, IgG2,IgG3) seviyeleri, patojenin varlifina dair 6nemli
bulgular sunsa da, enfeksiyondaki koruyucu islevleri tam olarak tanimlanamamustir
(Ko, & Splitter, 2003). Antikor-aracili opsonizasyonun, bakteri fagositozunu artirdigi
ve bunun sonucunda fagositik hiicrelerden ¢esitli sitokinlerin salinmasi enfeksiyonun

temizlenmesine katki sagladig: diistiniilmektedir (Golding ve ark., 2001).

Hiicresel immiinitenin temelini olusturan CD4" yardime1 T hiicreler ve CD8*
sitotoksik T hiicrelerinin bruselloza etkisine dair birgok ¢calisma yapilmistir. C57BU10
ve BALB/C farelerde yapilan ¢alismalarda, CD4" ve CD8" T hiicrelerin yoklugunun
bruselloz enfeksiyonuna dogrudan etki ederek, hastaligi kontrol edilemez bir siirece
stiriikledigi bulgularina ulasilmistir (Oliveira, & Splitter, 1995). Thl (Yardime1 T
hiicre-1) hiicreleri ve iligkili sitokinlerin (IFN-y ve IL-12) brusellozda anahtar bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Fare modelleriyle yapilan ¢aligmalarda, IFN-y eksikliginde
Balb/C farelerde enfeksiyondan 11 hafta sonra Sliimler gerceklesmistir, vahsi tip
(wild-type) farelerde ise bu siire sonunda enfeksiyon kontrol altina alinma egilimi

gostermistir (Murphy ve ark., 2001). Brusellozda BALB/C farelerde yapilan bir diger
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calismada rekombinant IFN-y tedavisi uygulanmis ve tedavi sonunda tedavi
uygulanmayan farelere gore bakteriyel ylikte 10 kat diislis izlenmistir. Ayrica BALB/C
ve C57BL/6 fare modellerinde yapilan ¢esitli caligmalarda, monoklonal antikorlarla
muamele ile IFN-y nétralizasyonu, IFN-y, perforin ve beta 2-mikroglobiilindeki gen
delesyonlarmin  Brucella  enfeksiyonlarina karsi  enfeksiyonun  kontroliinii

giiclestirdigine dair bulgular mevcuttur (Murphy ve ark., 2001; Zhan ve ark., 1993).

2.10. Eksozomlar

Ekstraselliiler vezikiillere (EV) dair ilk tanimlama 1967 yilinda insan
plazmasinda trombosit kokenli {iriinleri aragtiran Peter Wolf tarafindan “trombosit
tozu” olarak yapilmistir (Wolf, 1967). Membran kaynakli oldugu diisiiniilen EV’ler
lizerine yapilan diger calismalar ile hiicre i¢ine dogru tomurcuklanma yoluyla olusan
mikrovezikiiller kesfedildi. Endozomal kdkenli EV’ler 1987 yilinda Rose Johnstone
tarafindan izole edilerek “eksozom” terimi literatiire kazandirildi (Kowal ve ark.,
2014).

EV’lerin kargolar genellikle lipidler, niikleik asitler ve plazma membrani ve
sitozol ile iliskili proteinlerden olugsmaktadir. Boyut, koken aldig hiicre ya da doku ve
fonksiyonuna gore eksozomlar, mikroveziikiiller (MV) ve apoptotik cisimler olarak {i¢
alt gruba ayrilirlar (Cocucci ve ark., 2009). Plazma membranindan olusan EV’ler
(100nM -1 um) genellikle mikrovezikiiller olarak adlandirilir (Huatori & Helenius,
2011). Apoptoz sirasinda olusan vezikiiller ise apoptotik cisimler olarak bilinir ve
goreceli olarak boyutlar1 (1 pm- 5 um) diger EV’lerden biiyiiktiir. Eksozomlar ise 40-
120 nM arasinda degisen boyutlari ve son yillarda yapilan arastirmalarla ortaya konan
hiicreler arasi iletisimdeki 6zel rolleri ile EV’ler arasindaki roliinii belirginlestirmistir
(Zaborowski ve ark., 2015).

Hemen hemen biitiin dkaryotik hiicrelerden salinan eksozomlar, bir hiicreden
digerine modiilasyon sinyalleri gonderebilecek derecede hiicreler arasi iletisimde
etkilidir. Boylece antijen sunumu, sinyal iletimi ve immiin yanitlarin diizenlenmesi
gibi bir¢ok hiicresel organizasyonda onemli roller alirlar. Eksozomlar birgok viicut
stvisinda bulunabilirler, kan, idrar, amniyotik sivi, anne siitii ve tiikiiriik gibi

orneklerden eksozomlar izole edilmistir (Keller ve ark., 2007; Machida ve ark., 2015;
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Street ve ark., 2017). Eksozomlarin icerdigi kargolar, koken aldig1 hiicrenin dogasina
gore ve hiicrenin o anki durumuna gore (stres, stimiilasyon, transformasyon) sekillenir.
ASH kokenli eksozomlar CD54 (ICAM-1), CD80 ve CD86 gibi uyarict molekiiller,
bagirsak epitel hiicresi (IEC) kokenli eksozomlar, bu hiicrelere 6zgii belirtecler ve T
hiicresi kokenli eksozomlar CD3 igerirler (Clayton ve ark., 2001; Lamparski ve ark.,
2002). Ayrica eksozomlar tasidiklart spesifik kargolarin yani sira, yaygin bazi
molekiillerde tasirlar. Endozomal kdkenlerine bagh olarak, endozomla iliskili bazi
proteinlerce (Rab GTPaz, SNAREs ve Annexin) zengin olan eksozomlar, ayrica
plazma membraninda lokalize tetraspaninler (CD63, CD81, CD9) olarak bilinen
protein ailesini de bolca barindirirlar (Bobrie ve ark., 2012). Tetraspanin proteinleri,
hiicre adhezyonu, aktivasyon ve antijen sunumunda gorevleri oldugu diisiiniilen bu
molekiillerin, MHC-II gibi bazi molekiillerle kompleks olusturarak stabilizasyon
sagladigma dair goriisler vardir (Saiz ve ark., 2018). Eksozomlarin ayrica 1s1 sok
proteinleri (HSP) ailesinin iiyelerini i¢erdigi bulunmustur (Sekil 6). Tetraspaninlerin
yani sira endozom iliskili proteinler ve baz1 HSP’ler, eksozomlar i¢in biyo-belirteg

olarak onerilmistir (Clayton ve ark., 2005).

CD86 CD55
_ i Ve CD59

Hsp70

Tetraspaninler
CD9, CD63,

Annexin Rab

Alix, Tsg101
MHC-Klas |

Sekil 6. Eksozomlarin yapisina genel bakis

Bakteri veya viral kokenli enfeksiyonlarda eksozomlarin etkisi son yillarda ilgi
¢ekici bir ¢alisma sahasi olmustur. Gould ve arkadaslar1 retroviriislerin eksozomlar1
kullanarak, hiicreleri enfekte etmede farkli yollar iiretebildigi “truva eksozom”
hipotezini ortaya atmistir (Gould ve ark., 2003). Bu hipotez, HIV (Insan Immiin
Yetmezlik Viriisii)’in enfekte ettigi makrofajlardan kokenlenen eksozomlarin

fenotipsel acidan saglikli makrofaj kokenli eksozomlarla ayn1 molekiilleri eksprese

27



ettigi bulunan bir ¢alismayla desteklenmistir. Bir bagka ¢alismada ise, tetraspaninler
ve HIV iligkili proteinlerin multivezikiillerde bir arada olduguna dair kanitlar
bulunmustur (Kramer ve ark., 2005; Nguyen ve ark., 2003). Enflamatuvar
hastaliklarda eksozomlarin etkisi ve potansiyel rollerine dair bugiine kadar bir¢ok
calisma yapilmistir. Zhang ve arkadaslari, romatoid artrit hastalarinda sinoviyal
fibroblast kokenli eksozomlarin, kdken aldig1 hiicreye sitotoksik etkileri bulunan TNF-
a icerdigini kesfetmistir. Ayrica romatoid artrit hastalarindan izole edilen bazi
eksozomlarin koken aldigi hiicrelerin apoptoza direncli oldugu gosterilmistir (Zhang
ve ark., 2006). Sepsisli hastalarla ilgili yapilan bir diger calismada, trombosit kokenli
eksozomlarin saglikli kontrole gore daha fazla NADPH oksidaz aktivitesi gosterdigi
bulunmustur (Janiszewski ve ark., 2004).

Bruselloz ile eksozom ¢alismalarina dair mevcut literatiirde ¢alisma sayisi ¢ok
azdir. Yapilan bir ¢aligmada, bir¢ok patojenik mikroorganizmanin enfeksiyonun
yayillmasini inhibe eden anti-intrasellilller patojen protein anti-interferon-
endiiklenebilir-transmembran protein 3 (IFITM 3)’iin Brucella melitensis ile enfekte
makrofajlardan kokenlenen eksozomlarda varligi tespit edilmistir. IFITM 3 igeren
eksozomlarin bir hiicreden baska hiicreye gegerek, enfeksiyonun engellenmesinde
onemli katkilar1 bulundugu diisiiniilmektedir (Yi ve ark., 2021). Her ne kadar diger
hiicrelerden kokenlenen eksozomlara dair herhangi bir bulgu elde edilemese de,
IFITM 3 igeren eksozom tedavisi as1 gelistirmeleri i¢in 6nemli gériinmektedir. Bugiine
dek Brucella enfeksiyonlarinda birgok eksozomal proteinin izine rastlanmistir
(Kanehisa ve ark., 2021) (Tablo 4). Ancak bruselloz patogenezinde bu eksozomal

kargolarin etkisi aydinlatilamamustir.
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Tablo 4. Brucella enfeksiyonlarinda en ¢ok bulunan eksozomal proteinler

Brucella melitensis

BMNI_11103 phosphopyruvate hydratase

BMNI_11660 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
BMNI_11661 phosphoglycerate kinase

BMNI_11678 pyruvate kinase

BMNI_I10608 dipeptidase

Brucella abortus

DK48 981 eno; phosphopyruvate hydratase

DK48 430 gap; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I
DK48 429 phosphoglycerate kinase family protein

DK48 410 pyk; pyruvate kinase

DK48_2133 dipeptidase AC

Brucella suis
BSVBI22_A1128 eno; phosphopyruvate hydratase

BSVBI22_A1724 gap; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
BSVBI22_A1725 pgk; phosphoglycerate kinase

BSVBI22_A1744 pyk; pyruvate kinase

BSVBI22_B0647 renal dipeptidase family protei
BSVBI22_A1128 eno; phosphopyruvate hydratase

Brucella canis

DAS8S5_08315 gapA; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
DAS8S5_08320 pgk; phosphoglycerate kinase

DAS8S5_08405 pyruvate kinase

Brucella patogenezinde eksozomlarin pro-enflamatuvar

enflamatuvar rolleri belirsizligini korumaktadir. Mevcut literatiirde, bruzellozda
eksozomlarin immiinfenotiplendirmesine dair bir calisma bulunmamaktadir. Bu
caligmada, akut, kronik bruselloz ve saglikli kontrollerden alinan serum 6rneklerinden
elde edilen eksozomlarm AHO yardimiyla immiinfenotiplemesini
brusellozun farkl: siireclerinde, eksozomlarin hangi hiicre gruplarindan kdken aldigini
belirlemek, brusellozun kroniklesmesinde eksozomlarin etkisini ortaya koymak,

bruselloz immiinpatogenezinde eksozomlarin potansiyel rollerine dair literature

katkilar sunmak amaglanmuistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Secimi ve Calisma Plam

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
(16.09.2020 Karar no: 2020-16/10) onaymin alinmasiyla birlikte ¢aligma planlamasi
yapildi. Ekim 2020 ve Subat-2021 arasinda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na bagvuran 10 akut
(6 erkek, 4 kadm), 10 kronik (6 kadin, 4 erkek) bruselloz hastas1 ve herhangi bir
hastalig1 olmayan 10 (6 erkek, 4 kadin) yetiskin saglikli kisi ¢alismaya dahil edilmistir.
Calismaya bagis¢1 olarak katilan tiim hasta ve saglikli bireylere ¢alisma ile ilgili
bilgiler verildi, hasta onami alinan bireyler ¢alismaya kabul edildi. Hastalarin,
ikametgah ve iletisim bilgisi, yaslari, cinsiyetleri, meslek bilgileri, laboratuvar
bulgular1 ve tibbi gegmis verileri kayit altina alindi. Hastalarin tan1 ve siniflandirmast,
standart tlip agliitinasyon testi, klinik semptomlar ve hastalik siiresi dikkate alinarak
gergeklestirilmistir. Bruselloz tanilar1 konulurken, SAT’taki antikor titre degerleri
(>1/160) ve klinik semptomlar (ates, eklem ve iskelet agrilari, yorgunluk vb.) dikkate
alindi. Bruselloz tanilar1 konulduktan sonra semptomlarin siirelerine gore akut (0-8
hafta) ve kronik (>1 yil) bruselloz siniflandirilmasi yapildu.

18 yas ve lizerinde klinik veya laboratuvar tanist1 konmus akut veya kronik
bruselloza sahip, bruselloz disinda kronik graniilomatoz hastaligi bulunmayan,
herhangi bir enfeksiyoz hastaligi bulunmayan, kalp, karaciger ve renal yetersizligi
olmayan, otommiin veya immiin kokenli bir hastalifi bulunmayan, anemi veya
16kdpenisi olmayan neoplastik ve romatolojik hastaligi olmayan kisiler hasta grubunda
caligmaya dahil edildi. Saglikli goniilliiler ise, kan merkezine dondr adayr olarak
bagvuran, bilinen yada saptanan herhangi bir hastaligi bulunmayan, son 6 aydir atesli
enfeksiyon gegirmemis bireylerden olusmaktadir. Hasta ve saglikli gruplarinda,
demografik veriler gbéz Oniine alinarak se¢im yapilmistir. Hasta grubunda rutin
kontrolleri i¢in yapilacak tetkiklerde kan alimi sirasinda ve saglikli goniilliilerden ise
kan vermek tizere gelen dondrlerden kan alimi sirasinda 10 ml kan 6rnekleri alindi.
Hasta ve saglikli goniilliilerin serumlar ayrildiktan sonra ¢aligma baglangicina kadar -

20°C’de derin dondurucuda saklandi. Hastalarin serum orneklerinden eksozomlar
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ticari kit (NORGEN, Kanada) kullanilarak izole edildi. Eksozom miktarlar
Bikinkoninik Asit Yontemi (Thermo, ABD) ile belirlendi. izole edilen eksozomlarmn
boyutlarmim AHO ile analizleri i¢in boyutlariin kiigiik olmasi sebebiyle, anti-CD9
monoklonal antikorlarla kaplanmis karboksilateks boncuklar (Life Technology, ABD)
ile muamele edilerek, 6nceden dizayn edilen immiin panele gore AHO cihaz1 (Navios,

Beckman Coulter) ile analiz edildi.

3.2. Eksozom Izolasyonu

Tiim hasta ve saglikli gruplarindan eksozom analizi ticari olarak satilan kit
(NORGEN, Canada) kullanilarak gerceklestirilmistir . Hasta ve saglikli goniilliilerden
elde edilen serum oOrnekleri kullanildi. Kiti iireten ticari firmanin onerdigi sekilde
uygulanan protokol asagidaki gibidir.

e Serum Orneklerinden 1’er ml, 15ml’lik falkon tiiplerine aktarildi

e Falkon tiiplere, 3 ml niikleaz igermeyen steril distile su eklendi

e Sonrasinda, 4 ml olan 6rnek tiiplerine, 100 pl ExoC Buffer soliisyonu
eklendi ve vortekslendi

e Tiiplere, 200 pl SlurryE soliisyonundan eklendi ve vorteks tekrarlanarak
5-10 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

e Ornekler, 2000 RPM’de 2 dakika santrifiij edildi, siipernatan kismi atild1

e Tiiplerin dibinde kalan Slurry pelletinin {izerine 200 ExoR buffer eklendi
ve 10 dakika boyunca oda 1s1sinda bekletildi

e Inkiibasyonun ardindan tiipler 500 RPM’da 2 dakika boyunca santrifiij
edildi.

e Siipernatan kisimlari, filtreli mini spin kolon olan eliisyon tiiplerine
aktarildu.

e Eliisyon tiipleri 1 dakika boyunca 6000 RPM’de santrifiij edildi.

e Kolondan gecen soliisyonlar saklanarak, piirifiye eksozomlar elde edildi.

e Calismanin bir sonraki asamasina kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 7. Eksozom izolasyonu

3.3. Monoklonal CD9 Antikoru ile Karboksilateks Boncuk Konjugasyonu

Karboksilateks boncuklar, AHO analizlerinde siklikla kullanilir. Eksozomlarin

kiiciik boyutlar1 AHO analizi i¢in sorun teskil etmektedir. Bu sorunu gidermek

amaciyla karboksilateks boncuklar kullanildi. CD9 monoklonal antikorlar1 ve

karboksilateks boncuk konjugasyonu asagidaki protokole gore gerceklestirilmistir.

1.5 ml ependorf tiibiine 20 pl boncuk (Carboxyl Latex, %4 w/v 3.5 m,
Life Technology) ve 80 ul 1xPBS eklendi.

10 dakika 15000 RCF'de santrifiijden sonra siipernatan atildi.

Ardindan 20 pg CD9 antikoru (Biolegend-mouse, ABD) eklendi ve 50
ul'lik hacim i¢inde resiispande edildi.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve 500 pl 1xPBS eklenerek 10
saniye vortekslendi.

Tipler bir gece oda 1sinda rotatorda inkiibe edildi.
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e Inkiibasyondan sonra 12000 RCF'de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatanlar atildi.

e Tiplere, 1 ml %5 BSA eklendi, resiispande edildikten sonra 4 saat oda
1s1sinda inkiibe edildi.

e Tekrar santrifiij ve siipernatanin uzaklastirilmasindan sonra 50 pl %1
BSA ilave edilerek boncuk-anti-CD9 konjugasyonunun basarili olup
olmadigi  eksozomlar ile inkiibe edildikten sonra AHO’de
degerlendirilerek dogrulandi.

e Elde edilen boncuk-anti-CD9 tiipleri +4°C’de saklandi.

Karboksilateks
boncuk
\\{/ anti-CD9

‘\(’

' Q
Sekil 8. anti-CD9- karboksilateks boncuk konjugasyonu
3.4. izole Edilen Eksozom Miktarlarinin Belirlenmesi
Izole edilen eksozomlarin miktarlar1, anti-CD9 kapli boncuklarla baglanmasi
muamele oncesinde belirlenmelidir. Bu amagla eksozom miktarlarinin tayini igin

Bikinkoninik Asit Yontemi (BCA) ticari bir kit kullanilarak (Thermo, ABD)
gerceklestirildi. Ticari firmanin 6nerdigi protokol asagidaki gibidir.
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Ik olarak, 15 ml’lik bir falkon tiipii icerisine BCA Reaktif A’dan 5 ml
ve 100 uL BCA Reaktif B eklenerek, soliisyon yesil renk alana kadar
tyice karistirildi.

Eksozom ornekleri konsantrasyonlarina gore 1x PBS ile 10 kat diliie
edilerek son hacmi 20 pl sekilde ayarland1

Kitin 6nerdigi sekilde hazirlanan standart konsantrasyonlari ve ardindan
ornek konsantrasyonlar1 kuyucuklara konuldu.

1. Kuyuya, 50 pl 1xPBS ve 50 ul (2 mg/ml) BSA standarti eklendi.

2. Kuyu i¢in, 1. kuyudan 50 pl ile birlikte 50 pl 1xPBS eklendi.

3. Kuyu i¢in, 2. kuyudan 50 pl ile birlikte 50 pul 1xPBS eklendi.

4. Kuyu i¢in, 3. kuyudan 50 pl ile birlikte 50 ul 1xPBS eklendi.

5. Kuyu i¢in, 4. kuyudan 50 pl ile birlikte 50 ul 1xPBS eklendi.

6. Kuyu i¢in, 50 pl 1xPBS eklendi (Buffer Blank).

Standart diliisyon iglemleri duplike olarak ¢alisildi. Mikroplakta iki siitiin
6 kuyu standart 6rneklerinden olusmaktadir.

Standartlarin konulmasmin ardindan hasta eksozom ornekleri 20 pl
olarak mikroplaga koyuldu.

Standart ve drneklerin bulundugu kuyulara baglangicta hazirlanacak olan
BCA Reagent A ve B karisimindan olusmus yesil renkli soliisyondan 150
ul ilave edilip pipet yardimiyla karigtirilir.

Plak seffaf yapiskan bir film ile kapatilarak 15 dakika 37°C'de su banyosu
igcerisinde inkiibe edildi ve ardindan 562 nm'de spektrofotometrede

okutuldu.
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Sekil 9. BCA yonteminde kullanilan mikroplak

BCA
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Sekil 10. Eksozom miktarlarmin tayini i¢in kullanilan absorbans-konsantrasyon grafigi

3.5. Eksozom ve anti-CD9 Kaph Karboksilateks Boncuk Konjugasyonu

Daha oOnceden hazirlanan anti-CD9 kapli karboksilateks soliisyonu ve

eksozomlarin konjugasyonu i¢in, dizayn edilen panelde kullanilacak tlip miktar1 ve
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BCA analizi sonucu tayin edilen eksozom miktarlart bilinmelidir. Her bir analiz i¢in,
1 pg eksozom ornegi ve 1 ul karboksilateks boncuk birlesimi kullanildi. Asagidaki

protokole gore eksozom ve boncuk konjugasyonu gergeklestirildi.

e Her bir analiz tiipii i¢in, 1 pg eksozom 6rnegi ve 1 pl karboksilateks
boncuk ile birlikte 50 ul 1x PBS eklendi.

e Ornekler, 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun sonunda, 1xPBS ile érnekler 500 pl’e tamamlandi.

e Eksozom ve boncuk soliisyonu bir gece boyunca karanlikta ve oda
sicakliginda rotatorun iizerinde inkiibe edildi

e Ertesi giin, 10000 RCF’de 5 dakika boyunca 6rnekler santrifiij edildi.

e Siipernatan kisimlart atilip, pellet kisimlarinin tizerine 50 pl 1xPBS
eklenerek, iyice karistirilarak, AHO degerlendirmesi i¢in hazir hale

getirildi.

karboksilateks N
boncuk ‘
\\(/ anti-CD9 a8

® eksozom

,_J )
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Sekil 11. Eksozom-boncuk konjugasyonu

3.6. Eksozom Varhginin Dogrulanmasi

3.6.1. Akan Hiicre Olcer ile Eksozom Varhgimin Dogrulanmasi
Eksozomal membranlar, endozoma 6zgii tetraspaninler (CD9, CD63, CD81)

bakimindan oldukca zengindir. Bu baglamda eksozomlarin varliginin dogrulanmasi

amaciyla, AHO analizi i¢in tasarlanan ve eksozom profillendirme panelinde bulunan
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CD9 FITC monoklonal antikoru ile dogrulamanin yani sira, en bilinen eksozomal
belirteglerden olan CD63 PE ve CD81 FITC monoklonal antikorlar ile izole edilen

eksozom Ornekleri boyandi.

3.6.2. Taramal Elektron Mikroskobu ile Eksozom Varhginin Dogrulanmasi

Calisma ile elde edilmesi plananan eksozomlarin varligi taramali elektron
mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) kullanilarak ve mevcut literatiir
verileri gbz Oniinde bulundurularak analiz edildi. SEM analizi i¢in Bursa Uludag
Universitesi SEM Labarotuvarinda bulunan termiyonik elektron tabancasi temelli bir
cihaz olan ZEISS EVO 40 (Almanya) marka cihaz kullanildi. Isitilmis filamandan
yayilan elektronlarin yardimiyla goriintii alimi saglayan bu yontemle eksozom

varliginin dogrulanmasi amaglandi.

e Eksozom igeren drnekler, alimiinyum tablalara fikse edildi.

e Hazirlanan 6rneklerde, herhangi bir kontaminasyon olmamasi amaciyla
dikkatle kurutulmustur.

e Yiizey kontrasti Baltec SCD006 model sputter-coater (Almanya) ile
altin ve palladiumla kaplanarak artirildi (%60 altin ve %40 paladyum).

e Okutma sirasinda, kizilotesi kameradan yardim alinarak en uygun

konformasyonel a¢1 se¢ilmistir.

Orneklerden, yiiksek basing altinda 10.000x ve 55.000x biiyiitmede

goriintiiler alimmastir.

3.7. Akan Hiicre Olcer Degerlendirmesi

Calismada her hasta i¢in 2’si izotipik kontrol olmak iizere toplam 6 adet tiip, AHO
degerlendirmesi i¢in kullanilmistir. Eksozomlarin koken aldigi hiicrelerin profilini
yansittigr  bilinmektedir. Bu baglamda c¢esitli hiicre ve hiicre gruplarinin
degerlendirilmesi yapilmistir. T lenfositler, Yardimci T lenfositler (Thelper),

sitotoksik T lenfositler, B lenfositler, NK hiicreleri, NKT hiicreleri, miyeloid kdkenli
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stipressor hiicreleri (MDSC) degerlendirmek i¢cin monoklonal antikorlar araciligi ile
boyanan hiicre ylizey molekiilleri agagidaki gibidir:

T hiicreler: CD9*CD3"

T helper hiicreler: CD9"'CD3"CD4"

Sitotoksik T hiicreler: CD9"'CD3"CD8"

B hiicreler: CD9" CD197,

Dogal éldiiriicii (NK) hiicreler ; CD9'CD3 CD56"

Dogal éldiiriicii T hiicreler (NKT) : CD9'CD3"CD56*

Eritrositler: CD9"GLY-A" (CD235a")

Eozinofiller : CD9" CD23"

Monositler: CD9" CD14"

Trombositler: CD9" CD41"

Graniilositler: CD9'CD15"

MDSC’ler: CD9" CD3CD19°CD33"CD11b" HLA-DR"

Monosit kékenli MDSC’ler: CD9" CD3°CD19- CD33"CD11b"HLA-DR'CD15CD14*
Graniilosit kokenli MDSC ’ler: CD9"CD3°CD19°CD33*CD11b"HLA-DR"
CD15°CD14

Kullanilan Monoklonal Antikorlar
CD9 FITC, GLY A (CD235a) PE, CD3 ECD, CD56 PC5.5, CD8 PC7, CD4 APC,
CD41 PE, CD19 PC7, CD23 APC, CD81 FITC, CD63 PE, CD33 PE, CD3 CD19
ECD, CD15 PC5, CD11b PC7, CD14 APC, HLA-DR PB.
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Tablo 5. AHO eksozom degerlendirmesinde kullanilan monoklonal antikorlar

Exo Panel 1

FITC PE ECD PC5 PC7 APC
Kontrol Tiipii
1.TUP CD9 GLY A CD3 CD56 CD8 CD4
Exo Panel 2

FITC PE PC7 APC
Kontrol Tiipii
1. TOP CDY CD41 CDI19 CD23
2.TUP CD8I1 CD63
Exo Panel 3
FITC PE ECD PC5 PC7 APC PB
Kontrol
Tiipii
1.TUP CD9 CD33 CD3 CDI15 CDI11b CDI14 HLA-DR
CDI19
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3.8. Istatiksel Degerlendirme

Calismamizdaki tiim istatiksel analizler SPSS v.21 (Chicago, IL, ABD) paket
programi kullanilarak gerceklestirildi. Analiz sonucuna gore gruplar arasi elde edilen
degerlerin normallik durumu incelendi. Normallik analizi Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri ve histogram incelemeleri ile yapildi. Normal dagilima
uyan degiskenler ortalama ve standart sapma ile ifade edilirken, normal dagilima
uymayan degiskenler medyan ve minimum-maksimum degerleriyle gosterilmistir.
Normal dagilima uyan verilerin incelenmesinde gruplar arasi varyanslarin homojenligi
Levene testi kullanilarak analiz edilmistir. Normal dagilim gdsteren degiskenlerin
gruplar arasi incelemelerinde ikili karsilastirmalar bagimsiz 6rneklem T testi, normal
dagilima uymayan degiskenlerin gruplar arasi incelemesinde ise Mann-Whitney U
testi kullanilarak yapildi ve Bonferoni diizeltmesi uygulandi. Normal dagilim gdsteren
sayisal gruplarin karsilagtirmasi ise tek yonli ANOVA testi kullanilarak, normal

dagilim gostermeyenlerde ise Kruskal-Wallis testi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4-BULGULAR

Brusellozlu hastalardan 10 akut ve 10 kronik olmak iizere toplam 20 kisi ve
saglikli kontrol grubunda ise 10 kisi ile yiiriitiilen ¢alismada, eksozomlar izole edilip,
varlig1 farkli ydéntemlerle dogrulandiktan sonra AHO degerlendirmeleri yapilmustir.

AHO degerlendirmelerinde 3 farkli immiin panel kullamlmustir.

T hiicre, Yardimc1 T hiicre, Sitotoksik T hiicre, eritrosit, NK hiicre ve NKT
hiicre belirtecleri panel-1’de yer almistir. Panel-2’de ise B lenfosit, eozinofil ve
trombosit belirtecleri bulunmaktadir. Monositler, graniilositler ve MDSC belirtecleri
ise panel-3’te analiz edilmistir. Eksozomal bir belirte¢ olan endozoma 6zgi
tetraspaninlerden CD9, her ii¢ panelde de degerlendirilmistir. Ayrica diger
tetraspaninler olan CD63 ve CD81 belirtecleri panel-2’de ¢alisilmistir. Her ii¢ panelde

analiz edilen CD9’un ortalama degerleri Sekil 12°de gdsterilmistir.
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e 1.panel
= = 2.panel
‘5 88— a4 3.panel
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Sekil 12. Her ii¢ panelde de ¢alisilan CD9’un ortalama degerleri(%).
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4.1. Eksozom Varhginin Dogrulanmasi

Izole edilen eksozomlarda, eksozomlarin yaygin belirtegleri olan tetraspaninler
AHO kullanilarak degerlendirildi. CD9, C63 ve CD81 kullanilarak, yapilan
degerlendirmede eksozom varligi dogrulandi (Sekil 13-14). Ayrica eksozom varliginin
ortaya konmasinda bir bagka yontem olan SEM degerlendirmeleriyle, akut ve kronik

brusellozlu hastalardan izole edilen eksozomlar gosterilmistir (Sekil 15-16).
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Sekil 13. CD9, CD81 ve CD63 boyamast sonucu AHO degerlendirmesi
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Sekil 14. Hasta gruplarinda eksozom belirtegleri olan tetraspaninlerin (CD9, CD63, CD81) ortalamalar1

SEM

Frekans

0 1 1 | | |
0 100 200 300 400 500
Uzunluk (Cap nm)

Sekil 15. Eksozom 6rneklerinin SEM incelemesi sonucu olusturulan gap-frekans grafigi
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| | 40-150nm
I 150-300nm
B > 300nm

Sekil 16. A. Eksozom SEM goriintiisii (10.000x), B. Eksozom SEM goriintiisii kronik bruselloz (55.000x), C. Eksozom SEM
gorintiisii akut bruselloz (55.000x)
(40-150nm arasz sar1 renk ile 150-300 nm aras1 kirmiz1 renk ile 300nm’den biiyiik vezikiiller ise mavi renk ile gosterilmistir)

4.2. Akan Hiicre Olger Degerlendirmeleri

Akut ve kronik brusellozlu hastalarin ve saglikli kontrol grubunun AHO
degerlendirmelerinde, eksozomlarin kdken aldig1 hiicre gruplarinin belirteglerine gore
elde edilen tanimlayici istatistik verileri (ortalama ve medyan degerleri) Tablo 6, 7 ve
8’de belirtilmistir. Elde edilen bulgulara gore, her ii¢ ¢alisma grubu arasindaki en
belirgin farkliliklarin panel-3’te yer aldigi gozlenmistir. Panel-3’te degerlendirilen

MDSC- kékenli eksozomlarm AHO kapilama stratejisi Sekil 17°de gdsterilmistir.
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Tablo 6. Panel-1’de degerlendirilen eksozomlarmn tanimlayici istatistik verileri (%)

1. PANEL
CD9 KAPISI % Akut Bruselloz Kronik Bruselloz Saghkh Kontrol
ORTALAMA 88,94 86,12 85,75
CD9+ STD.HATA 1,10 1,02 1,88
MEDYAN 89,15 86,70 83,25
MIN-MAKS (83,10-94,50) (81,70-92,5) (80,50-99,8)
ORTALAMA 2,96 2,81 431
CD3+ STD.HATA 0,63 0,46 0,65
MEDYAN 2,45 2,80 4,0
MIN-MAKS (1,0-6,70) (0,80-5,10) (2,1-9,0)
ORTALAMA 1,0 1,14 1,48
CD4+ STD.HATA 0,20 0,23 0,32
MEDY AN 0,90 0,80 1,25
MIN-MAKS (0,10-2,0) (0,30-2,20) (0,50-4,10)
ORTALAMA 1,61 1,62 2,57
CD8+ STD.HATA 0,49 0,33 0,38
MEDYAN 1,25 1,35 2,65
MIN-MAKS (0,10-3,80) (0,10-3,70) (1,20-5,40)
ORTALAMA 1,66 0,97 1,15
CD56+ STD.HATA 0,35 0,20 0,36
MEDYAN 1,35 0,75 0,80
MIN-MAKS (0,40-3,80) (0,50-2,00) (0,60-2,50)
ORTALAMA 1,83 1,45 1,54
GLYA+ STD.HATA 0,36 0,24 0,18
MEDYAN 1,60 1,10 1,20
MIN-MAKS (0,60-3,90) (0,80-2,80) (0,80-3,10)
ORTALAMA 0,34 0,23 0,37
CD3+CD4 + STD.HATA 0,18 0,09 0,14
MEDY AN 0,10 0,10 0,15
MIN-MAKS (0-1,70) (0-0,70) (0-1,30)
ORTALAMA 1,11 0,72 0,88
CD3+CD8+ ' STD.HATA 0,39 0,12 0,13
MEDYAN 0,70 0,75 0,75
MIN-MAKS (0-3,10) (0-1,40) (0,50-1,70)
ORTALAMA 1,30 0,78 0,79
CD3+ STD.HATA 0,32 0,12 0,13
CD56+ MEDYAN 0,85 0,60 0,65
MIN-MAKS (0,30-3,10) (0,30-1,30) (0,20-2,0)
ORTALAMA 0,26 0,12 0,39
CD3-CD56+ STD.HATA 0,13 0,02 0,11
MEDYAN 0,15 0,10 0,30
MIN-MAKS (0-1,40) (0-0,30) (0,10-1,40)




Tablo 7. Panel-2’de degerlendirilen eksozomlarin tanimlayici istatistik verileri (%)

2.PANEL
1.TUP (CD9 KAPISI %) AKut Kronik Saghkh
Bruselloz Bruselloz Kontrol
ORTALAMA 90,90 86,02 85,63
STD. HATA 1,06 1,14 1,00
CD9+ MEDYAN 91,05 85,30 84,50
MIN-MAKS (86,70-97,10)  (81,10-92,70) (82,70-91,40)
ORTALAMA 1,45 0,95 1,37
CD4l+ STD. HATA 0,28 0,12 0,20
MEDYAN 1,50 0,85 1,10
MIN-MAKS (0,30-2,90) (0,40-1,80) (0,90-2,90)
ORTALAMA 1,21 2,20 2,36
CD19+ STD. HATA 0,31 0,30 0,50
MEDYAN 1,10 1,10 1,90
MIN-MAKS (0-2,90) (0,30-8,70) (0,70-5,80)
ORTALAMA 1,23 1,70 1,63
CD23+ STD. HATA 0,28 0,61 0,38
MEDYAN 0,90 0,30 1,25
MIN-MAKS (0,20-3,00) (0,40-6,60) (0,50-3,90)
2.TUP (%) AKut Kronik Saghkh
Bruselloz Bruselloz Kontrol
CD63+ ORTALAMA 94,67 94,86 94,60
STD.HATA 0,56 0,56 0,65
MEDYAN 94,90 95,15 94,40
MIN-MAKS (92,00-97,60)  (90,40-97,10) (90,80-96,80)
CD81+ ORTALAMA 96,49 96,20 95,84
STD.HATA 0,47 0,63 0,76
MEDYAN 96,55 96,40 95,45
MIN-MAKS (93,70-98,80)  (91,70-98,90) (91,80-99,00)
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Tablo 8. Panel-3’de degerlendirilen eksozomlarin tanimlayicr istatistik verileri (%)

3.PANEL
CD9 KAPISI % Akut Bruselloz Kronik Bruselloz Saghkh Kontrol
ORTALAMA 90,50 85,81 84,73
STD.HATA 1,16 0,89 1,36
CD9+ MEDYAN 91,40 85,50 84,46
MIN-MAKS (84,60-96,50) (80,90-90,40) (80,60-93,70)
CDI11b+ ORTALAMA 46,65 12,50 8,64
STD.HATA 4,87 1,10 0,78
MEDYAN 48,45 11,75 8,0
MIN-MAKS (17,20-72,0) (8,70-18,70) (6,0-14,20)
HLA-DR+ ORTALAMA 3,86 0,94 1,44
STD.HATA 1,12 0,11 0,30
MEDYAN 2,50 0,92 1,15
MIN-MAKS (0,80-10,60) (0,50-1,60) (0,50-3,40)
CD14 + ORTALAMA 5,05 1,21 1,83
STD.HATA 1,79 0,30 0,39
MEDYAN 2,40 0,95 1,45
MIN-MAKS (0,40-14,70) (0,40-3,50) (0,40-4,10)
CD15 + ORTALAMA 58,70 14,83 11,83
STD.HATA 5,49 1,05 1,19
MEDYAN 60,45 14,25 10,65
MIN-MAKS (34,10-83,10) (10,30-20,90) (8,90-19,00)
CD11b+ HLA-DR- ORTALAMA 44,93 11,99 8,01
STD.HATA 5,14 1,06 0,89
MEDYAN 47,10 12,15 7,25
MIN-MAKS (15,50-70,0) (8,0-17,20) (4,80-14,50)
CD11b+ HLA-DR- ORTALAMA 0,65 0.05 0,08
KAPIDA STD.HATA 0,27 0,02 0,03
CD15-CD14+ MEDYAN 0,85 0,01 0.05
MIN-MAKS (0-2,10) (0-0,20) (0-0,4)
CD11b+ HLA-DR- ORTALAMA 29,57 2,15 1,73
KAPIDA STD.HATA 5,03 0,23 0,25
CDI15+ CD14- MEDYAN 31,9 2,15 1,50
MIN-MAKS (5,90-50,10) (1,20-3,50) (0,90-3,20)
ORTALAMA 54,35 16,04 10,4
CD33"CD3-CD19- STD.HATA 4,25 0,58 2,10
CD11b* MEDYAN 58,90 16,85 12,05
HLA-DR"KAPIDA MIN-MAKS (33,80-69,50) (13,40-18,00) (0-22,90)
CD15°CD14
ORTALAMA 0,15 0,66 0,12
CD33*CD3-CD19- STD.HATA 0,08 0,48 0,12
CD11b* MEDYAN 0,01 0,01 0
HLA-DR"KAPIDA MIN-MAKS (0-0,90) (0-4,90) (0-1,20)
CD15CD14*
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Sekil 17. MDSC-kédkenli eksozom analizi igin kullanilan AHO kapilama stratejisi

4.3. Hiicre Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Calismamizda izole edilen eksozomlarin koken aldigir hiicre gruplar iig¢

panelde

eksozomlarin gruplar arasi karsilastirilmasi sonucu yalnizca NK (CD9"CD3°CD56")
hiicrelerinde istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Kronik brusellozlu kisilerde NK
hiicrelerinden kokenlenen eksozomlarin saglikli kontrol grubuna gore anlaml
derecede arttigi bulundu (p=0.007) (Sekil 18). Ayrica CD8" ve HLA-DR" eksprese

eden eksozomlar, akut ve kronik gruplarinda saglikli kontrole azalma egilimi gdsterse

incelenmistir.

de istatiksel olarak anlamli bulunamamastir.
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Sekil 18. NK hiicre-kokenli eksozomlarin gruplar arasi degerlendirilmesi (*: p<0.05).

Panel-2’de degerlendirilen B hiicre ve eozinofil-kokenli eksozomlar
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.
Trombosit-kdkenli eksozom degerleri ise, kronik bruselloz grubunda saglikli kontrole

gore anlaml derecede diisiik izlendi (p=0.048) (Sekil 19).
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Sekil 19. Trombosit-kokenli eksozomlarmn gruplar arasi degerlendirilmesi (*: p<0.05).

Calismadaki en anlamli sonuglar panel-3’de yer alan hiicrelerden kdkenlenen
eksozom degerlerinde bulunmustur. CD11b* eksozomlarin, akut bruselloz grubunda
kronik bruselloz ve saglikli kontrol gruplarina gére anlamh sekilde arttigr gozlendi

(akut-kronik :p<0.01, akut-saglikli: p<0.01). Ayni sekilde bu eksozomlar kronik
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bruselloz grubunda da saglikli kontrol grubuna goére artmis bulundu (p=0.011) (Sekil
20).
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Sekil 20. CD11b" eksozomlarin gruplar arasi degerlendirilmesi (*: p<0.05).

Graniilosit-kokenli eksozomlar (CD9" CD15") akut bruselloz grubunda hem
kronik bruselloz grubuna gére hem de saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulundu (akut-kronik: p<0.01, akut-saglikli: p<0.01). CD11b* eksozomlar ile
benzer bir profil ¢izen bu eksozomlar, kronik grubunda da saglikli kontrole gore

anlamli derecede artmis bulundu (p=0.023) (Sekil 21).
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Sekil 21. Graniilosit-kokenli eksozomlarin gruplar aras1 degerlendirilmesi (*: p<0.05).
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HLA-DR eksprese eden eksozomlar incelendiginde ise, akut bruselloz

grubunda, kronik bruselloza gore anlamli bir artis izlendi (p=0.011) (Sekil 22).
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Sekil 22. HLA-DR" eksozomlarin gruplar arasi degerlendirilmesi (*: p<0.05).

HLA-DR sergilemeyen CD11b" miyeloid kokenli hiicrelerden kaynaklanan
eksozomlar incelendiginde, her ii¢ grupta birbirinden anlamli derecede farkli bir profil
gbzlendi. Akut bruselloz grubunda bu eksozomlar, kronik bruselloz ve saglikli kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmis gozlendi, ayn1 zamanda bu eksozomlar kronik
bruselloz grubunda da saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksekti (akut-
kronik: p<0.01, akut-saglikli: p<0.01, kronik-saglikli: p=0.011). HLA-DR" CD11b"
eksozomlar, CD14 ve CDI15 ekspresyonlarina gore incelendiginde ise, CD14
sergileyen monositik-kokenli ve CDI15 sergileyen graniilositik kokenli eksozomlar
akut bruselloz grubunda hem kronik bruselloz hem de saglikli kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulundu (CDI14", akut-kronik: p=0.018, akut-saglikli:
p=0.42) (CD15", akut-kronik: p<0.01, akut-saglikli: p<0.01) (Sekil 23).
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Sekil 23. Miyeloid kokenli hiicrelerden kaynaklanan eksozomlarin gruplar aras1 degerlendirilmesi(*: p<0.05).
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Diger bulgularla uyumlu sekilde, graniilositik kokenli-MDSC (G-
MDSC)’lerden kaynaklanan eksozomlar (CD9'CD3 CD19°CD33'CD11b"HLA-DR"
CDI15'CD14") her ii¢ grupta istatiksel olarak anlamli bigimde birbirinden farkli
bulunmustur. G-MDSC-kokenli eksozomlar, akut bruselloz grubunda, kronik gruba
gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.01). Benzer sekilde bu eksozomlar, her
iki hasta grubunda (akut ve kronik), saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede

artmis izlendi (akut-saglikli: p<0.01, kronik-saglikli: p=0.019) (Sekil-24).
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Sekil 24. G-MDSC ve M-MDSC-kékenli eksozomlarin gruplar arasi degerlendirilmesi(*: p<0.05).
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5- TARTISMA VE SONUC

Insanlar1 ve hayvanlar1 uzun siiredir etkileyen bruselloz, bulasici bakteriyel bir
hastaliktir. Hastali§a neden olan Brucella bakterilerinin bugiine kadar 12 adet farkl
tiirli kesfedilmistir. 1887 yilinda ilk kez David Bruce tarafindan izole edilen bu
patojenler, konak cesitliligi, karakteristik 6zellikleri ve gelismekte olan tilkelere olan
ekonomik zararlar1 sebebiyle bircok calismaya konu olmustur. Geligsmis saglik,
hayvancilik ve tarim politikalar1 sayesinde bir¢ok iilkede bruselloz vakalar1 yok
denecek kadar azdir. Ancak gelismekte olan iilkelerde bruselloz etkisini koruyarak,
toplumsal bir saglik problemi olmaya devam etmektedir. Hastaligin hiper-endemik
olarak kabul edildigi bolgelerden olan Akdeniz Havzasi’nda Tiirkiye’nin de dahil
oldugu yaklasik olarak 20 iilke bulunmaktadir. Tiirkiye’de bildirilen bruselloz vakalari
2008’den 2015’e kadar azalma egilimi gostermis ancak 2016 yilindan itibaren artisa
gecmistir (THSK, 2017). Ulkemizde, yetkili birimlere bildirilmesi zorunlu olan
hastaliklardan olan brusellozdaki vaka sayilarinin tahmin edilenden ¢ok daha fazla
oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda brusellozun klinik tablosu birgok acidan
degiskenlik gosterebilir. Ates, kas ve iskelet agrisi, yorgunluk gibi diger hastaliklar ile
tanisal agidan benzerlik gosterebilecek semptomlara sahiptir. Hastaligin tanisi, klinik
semptomlarin yaninda serolojik ve molekiiler yontemlerle desteklenerek konulmalidir.
Bruselloz oldiiriiciiligii diisiik ve tedavi edilebilen bir hastaliktir. Hastaliga karst
kombine antibiyotik tedavileri, Brucella bakterilerinin giin gectikce belirginlesen
karakteristik ozellikleri goz oniline alinarak hazirlanmaktadir. Bu durum hastaligin
bir¢ok tilkede ortadan kaldirilmasinda en etkili faktorlerden birisidir.

EV’ler, prokaryotlar ve Okaryotlarda neredeyse her hiicreden salgilanabilirler.
EV’lere dair ilk incelemelerde, hiicrelerin dis membranindan kopan ve ¢ogunlukla
hiicre hasar1 ve apoptoz sirasinda salgilanan kii¢iik kesecikler olarak tanimlanmistir
(Bobrie, Colombo, Raposo, & Thery, 2011). Son on yilda yapilan ¢aligmalar, EV’lerin
hiicreler arasi iletisim ve sinyal iletiminde etkili rolleri oldugunu ortaya koymustur.
Daha once bahsedildigi gibi EV’ler, eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik
cisimler olmak tizere genellikle ii¢ alt gruba ayrilirlar. Mikrovezikiiller, yapisal olarak
eksozomlara benzese de boyut ve igerik bakimindan ayrilirlar. Apoptotik cisimler ise,

Olmekte olan hiicrelerden salgilanan, boyut olarak diger EV’lerden biiyiik ve icerik
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olarak genellikle eksozomlar ve mikrovezikiiller gibi sadece zararsiz molekiiller
tagimayan vezikiillerdir. EV’lerin en kiigiik alt grubunu olusturan eksozomlarin ilk
kesfinden itibaren yaklasik 40 y1l gegmesine ragmen fizyolojik 6zellikleri tam olarak
aydinlatilamamistir. Eksozomlarin, antijen sunumu, hiicre-hiicre etkilesimleri, sinyal
iletimi, hiicreler arast molekiil transferleri ve immiin yanitta 6énemli fonksiyonlari
oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda, patojen ve tiimor kaynakli eksozomlarin da
immiin sistemi modiile edebildigi bilinmektedir (Thery, 2011).

Eksozomlarin en ilgi ¢ekici oOzelliklerinden biri de biyobelirteg olma
potansiyelleridir. ~ Eksozomlar,  koken  aldiklar1  hiicrelerin  6zelliklerini
yansittiklarindan, eksozomal fenotipin ve igerigin kanser, otoimmiin hastaliklar,
enfeksiyon hastaliklar1 gibi bircok hastaligin erken tanisinda ve takibinde gelecek
vadettigi agiktir (Miao, Wang, Zhou, & Huang, 2021). Bugiine kadar bir¢ok hastalikta
eksozomlarin rollerine dair ¢esitli bulgular elde edilmesine ragmen bruselloz ile
enfekte olan bireylerde immiin yanittaki hiicrelerden kokenlenen eksozomlarin
profiline dair bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu dogrultuda arastirmamizda,
brusellozlu hastalarin eksozom profili ortaya konularak hastalifin tani, tedavi ve
takibine yeni bakis agilar1 kazandirmanin yani sira brusellozun farkli evrelerinde
eksozomlarin muhtemel rollerine dair mevcut literatiire yeni kanitlar sunmak
amaglanmstir.

Bugiline kadar bir¢ok bakteriyel enfeksiyonda eksozomlarin potansiyel
rollerine dair ¢esitli caligmalar yapilmistir. Birden fazla ¢alismada, konak hiicrenin
makrofajlarinda lokalize hiicre i¢i bir bakteri olan Mycobacterium tuberculosis
bakterilerinin eksozom profili arastirilmistir. Bir ¢alismada bu bakterilerle enfekte
makrofaj ve notrofillerden salgilanan eksozomlarin, IL-12 ve TNF-a salinimin1 tesvik
ettigi bulunmustur (Singh, Smith, Karakousis, & Schorey, 2012). Ancak bir diger
calismada ise, konak hiicre kokenli eksozomlarin bakteriyel bir {iriin olan
glikopeptidolipid (GPL) icerdigi kesfedilmistir. Calismada, bu GPL’lerin konak
hiicrelere etkilestigi ve bakteri yararina immiin yanit1 diizenleyebildigi gosterilmistir
(Bhatnagar, & Schorey, 2007). Ayni1 bakteriler iizerine yapilan bir bagka ¢alismada ise,
bakteriyel {irlinler tagiyan konak hiicre kokenli eksozomlarin bagka hiicrelerle
etkilesime gectigi ve pro-enflamatuvar yamit1 tetikledigi gosterilmistir (Singh,

LeMaire, Tan, Zeng, & Schorey, 2011). Bu eksozomlarin igerik olarak, mikobakteri
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kaynakli lipid, karbonhidrat ve proteince zengin oldugundan, PAMP-benzeri
reseptorlere baglanmasi yoluyla pro-enflamatuvar etkileri tetikledigi diistintiilmektedir.
Bir bagka calismada ise, mikobakteriyel kokenli mikozidlerin ve diger iirlinlerin
eksozomlar yoluyla, enfekte olmayan makrofajlara ulastirildigi bulgusuna ulasilmistir
(Beatty ve ark., 2000). Ayrica Mycobacterium tuberculosis ile enfekte hiicrelerden
izole edilen eksozomlarin enfekte olmamig immiin sistem hiicrelerini
aktiflestirebildigi in vivo olarak gosterilmistir (Giri, Kruh, Dobos, & Schorey, 2010).
Bakteriyel enfeksiyonlarda eksozomlarin etkisi ile ilgili bir diger ¢alismada ise hiicre
ici gram negatif bir bakteri tiirli olan Salmonella typhimurium ile enfekte olmus insan
makrofajlarindan salinan eksozomlar, monositleri uyararak pro-enflamatuvar sitokin
salinimini tesvik etmistir (Bhatnagar, Shinagawa, Castellino, & Schorey, 2007).
Bunun yaninda, mikoplazma ile kontamine olmus hiicrelerden salinan eksozomlarin
IL-10 tireten B10 hiicrelerini aktive ettigi ve bunun da T hiicre inhibisyonuna sebep
oldugu gosterilmistir (Quah, & O’Neill, 2007). Diger calismalarda ise Chlamydia
pneumoniae, Escherichia coli, Legionella pneumophila, Franciscella tularensis
ve  Helicobacter pylori enfeksiyonlarinda eksozomlarin konak yararina pro-
enflamatuvar veya bakteri yararina anti-enflamatuvar etkileri endiikledigi
gosterilmistir (Nandakumar, Windross, & Paludan, 2019; Russel ve ark., 2018).
Calismamizda brusellozun akut fazinda graniilosit-kdkenli eksozomlar, izole
ettigimiz  eksozomlarin  %58’ini  olusturmustur. Bu c¢alismadaki, CD23
ekspresyonundaki bulgular dikkate alindiginda, graniilosit kokenli eksozomlarin
biiylik bir kisminin nétrofillerden salindigini diisiindiirmiistiir. Notrofiller ve dogal
immiin yanitin diger bilesenleri, herhangi bir bakteriyel enfeksiyonun elimine
edilmesinde onciil olan, eksikligi 6liimciil olabilen kuvvetlerdir. Noétrofiller, dogal
immiin yanitin gii¢lii bir sekilde etkinligini sagladiklar1 gibi edinsel immiin yanit i¢in
de zemin olusturur. Bir¢cok bakteriyel enfeksiyonun eliminasyonunda nétrofillerin
eksikligi bakteri yararma katkilar sunar. Bakteriyel bir enfeksiyon sirasinda notrofiller
IFN-y gibi c¢esitli sitokinlerin de etkisiyle Omiirlerini uzatirlar, enfeksiyon
temizlendikten sonra, konaga zarar vermemek amaciyla fosfatidilserin gibi
molekiilleri yiizeylerinde eksprese ederek apoptoz sinyalleri gonderirler. Fagositler
tarafindan anti enflamatuvar sitokinler salgilanarak, enfeksiyonun etkileri ortadan

kaldirilir. Klasik noétrofil etkilerinin yan1 sira, bazi bakteri tiirleri noétrofil
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fonksiyonunu etkileme stratejileri gelistirmistir. Anaplasma phagocytophilum,
Bartonella henselae ve Afipia felis, Shigella flexner gibi bakteriler bu modiilasyona
ornek gosterilebilir. Brucella tiirlerine yakin akraba olan Anaplasma phagocytophilum
bakterileri nétrofillerin vezikiiler biyogenezine miidahale ederek, membrana bagl bir
vezikill olusturarak, lizozomal yikima ugramadan rahatlikla replike olabilir (von
Loewenich, Scorpio, Reisch, Dumler, & Bogdan, 2004). Bartonella henselae ve Afipia
felis bakterileri de Brucella tiirlerine filogenetik agidan yakin tiirlerdir. Bu bakteriler
ise notrofillerin oksidatif fonksiyonlarini bozarak hayatta kalirlar (Fumarola ve ark.,
1994). Shigella flexner ise ¢esitli proteinler salgilayarak notrofilleri nekroza zorlarlar
(Frangois, Le Cabec, Dupont, Sansonetti, & Maridonneau-Parini, 2000). Baz1 bakteri
tiirlerinde nétrofil eksikliginde, Thl yanitlarin endiiklendigi gosterilmistir. Legionella
pneumophila enfeksiyonunun nétrofil eksikliginde IFN-y artis1 ile birlikte Thl
polarizasyonunun endiiklendigi gosterilmistir (Shinozawa ve ark., 2002).

Brucella enfeksiyonu sonrasi kompleman sistemi, immiinoglobulinler ya da
cesitli reseptorlerle ile opsonize olan bakteriler hizli bir sekilde nétrofiller tarafindan
fagositoza ugrar. Fagositoza ugrayan Brucella bakterilerinin nétrofiller icinde uzun
siire hayatta kalabildigi ve bakterisidal etkilere direncli oldugu bilinmektedir
(Campbell, Adams, & Sowa, 1994; Huddleson, Johnson, & Hamann, 1933). Ancak
notrofillerin Brucella enfeksiyonlarinda, rollerine dair sira digi1 ¢alismalar mevcuttur.
Fare bruselloz modelinde yapilan bir c¢alismada, notropenik mutant farelerin
bakterileri ¢ok daha hizli elimine ettigi gézlenmistir. Bu farelerde, IFN-y, IL-12 ve IL-
6 sitokinlerinin ve aktiflesen makrofaj ve dendritik hiicrelerinin artig1 gdzlenmistir.
Artan sitokinlerin etkisiyle Yardimct T hiicre 1 (Thl) yanitlarnn giliclenmistir.
Enfeksiyon hizlica kontrol altina alindiktan sonra, pro-enflamatuvar ve anti-
enflamatuvar yanitlar dengelenmistir (Barquero-Calvo ve ark., 2013). Benzer bir
calismada, normal bir fareye gore ¢ok daha diisiik miktarda antikor titresine sahip
notropenili fareler, etkili bir edinsel immiin yanit gelistirmistir (Fernandes, & Baldwin,
1995). Brucella enfeksiyonlarinda nétrofillerin bu alisilmadik rolleri, nétrofillerden
salinan eksozomlarin Brucella kokenli bazi {iriinleri tasiyarak, enfeksiyonun
yayillmasina destek oldugu disiiniilebilir. ~ Calismamizda graniilosit kdkenli
eksozomlar incelendiginde akut ve kronik bruselloz arasindaki anlamli farkliligin yanm

sira, her iki hasta grubunda bu eksozom degerleri, saglikli kontrol grubuna gore
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anlamli derecede yiiksekti. Bu durum, enfeksiyonun akut fazinda nétrofillerin
bakteriyel yayilmaya destek oldugu ancak etkin bir immiin cevap sonrast bu
yayllmanin sekteye ugrayarak dormant bir evreye girdigini gosterebilir. Tiim bu
bilgiler 15181nda, bruselloz enfeksiyonun kroniklesmesinde, bazi nétrofiller igerisinde
hayatta kalan Brucella bakterilerinin yayilma stratejilerini eksozomlar yoluyla
stirdiirebilmesinin rolii olabilir.

Notrofil kokenli EV’ler iizerine yapilan bazi calismalar, bu vezikiillerin
degisken rollerine dikkat ¢ekmistir. Fizyolojik olarak benzer durumlarda, nétrofil
kokenli eksozomlar, farkl hiicreleri etkileyerek heterojen rolleri oldugu gosterilmistir.
Baz1 c¢aligmalarda, pro-enflamatuvar etkiler gosteren noétrofil kokenli-EV’ler
bildirilmistir. Bir calismada, notrofil kokenli mikrovezikiillerin insan endotelyal
hiicrelere etki ederek, IL-6 salimimini artirmistir (Mesri, & Altieri, 1998). Bir bagska
calismada ise, M. tuberculosis ile enfekte notrofillerden saliman EV’lerin,
makrofajlarin fagositer 6zelliklerini artirarak, bakteri eliminasyonuna katki sunmustur
(Alvarez-Jiménez ve ark., 2018). Kistik fibroz hastalariyla yapilan bir ¢alismada,
notrofil kokenli EV’ler mukozal dokularda pro-enflamatuvar etkiler gostermistir
(Porro ve ark., 2013). Zit sekilde, notrofil kokenli EV’lerin anti-enflamatuvar etkiler
gosterdigi bircok c¢aligma bulunmaktadir. Bir calismada apoptoz ile endiiklenen
notrofillerden salinan mikrovezikiillerin  anti-enflamatuvar yanitlart tetikledigi
gosterilmistir. Bir c¢alismada apoptotik noétrofillerden salinan EV’ler, dinlenme
durumundaki Th hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken IL-2/IL-2R
ekspresyonunu engellemistir (Shen ve ark., 2017). Bir diger ¢calismada ise, benzer
fizyolojik kosullarda M1 makrofaj gelisimi engellenmistir (Ren ve ark., 2008). Diger
caligmalarda, bakteriyel yan triinler kullanilarak endiiklenen bazi1 nétrofillerinde anti-
enflamatuvar etkileri siirdiirecek EV’ler salgiladigi gosterilmistir. Bir calismada,
bakteriyel yan iirlin N-formilmetiyonil-16sil-fenilalanin (fMLP) ile endiiklenen
notrofillerden kaynaklanan EV’ler, MeRTK-bagimli olarak makrofajlarda anti-
enflamatuvar etkileri tetiklemistir (Eken, Martin, Sadallah, Treves,& Schifferli, 2010).
Baska bir calismada ise, ayni etkenle uyarilan noétrofiller, NK hiicrelerinin sitokin
ekspresyonunu modiile ederek, IFN-y ve TNF-a sitokinlerinin salinimini azaltirken,
TGF-B salimimint artirmistir (Pliyev, Kalintseva, Abdulaeva, Yarygin, & Savchenko,

2014). Bir diger calismada ise, M. tuberculosis enfeksiyonuyla uyarilmis
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nétrofillerden kokenlenen EV’ler de makrofaj aktivasyonunu engellemistir (Duarte ve
ark., 2012). Bu caligmalarda go6zlenebildigi gibi bazi fizyolojik durumlarda,
notrofillerden kokenlenen eksozomlar ve diger ekstraselliiler vezikiiller, anti-
enflamatuvar etkileri yonetebildigi diisliniilebilir. Bunun yaninda son yillarda artan
kanitlar, baz1 yazarlarin notrofil kdkenli eksozomlar i¢in, Brucella enfeksiyonlarinin
“Truva at1” betimlemesi yapmalarina sebep olmustur (Gutiérrez-Jiménez ve ark.,
2019).

Kanser vakalarinda miyeloid hiicrelerin edinsel immiin yanit iizerindeki
baskilayici etkileri yaklagik 30 yildir bilinmektedir. Sonrasinda yapilan ¢aligmalar, bu
hiicrelerin yalnizca kanser olgulariyla sinirlt kalmadigint ayn1 zamanda bazi patolojik
durumlarda da etkin rol oynadigini gostermistir (Haile ve ark., 2008). MDSC’ler,
olgunlagsmamis miyeloid hiicrelerinin heterojen bir kismini temsil eder. Genel olarak
CD8" T hiicre yanitlarini ve NK hiicrelerini baskilayarak, diizenleyici hiicreler olarak
islev goriirler. Timdr immiinitesindeki etkin rollerinin yaninda, son yillardaki
caligmalar bu hiicrelerin bazi enflamatuvar molekiillerle endiiklenebildigini ve kronik
enfeksiyon ve diizenleyici T hiicre (Treg) gelisiminde rollerinin olabilecegini
gostermistir. Patojenle enfeksiyonun ardindan, MDSC’lerin etkileri bir takim
faktorlere bagimlidir. Hiicre-hiicre etkilesimlerinin yani sira bazi ekstraselliiler
faktorlerin de bu aktivasyonu diizenledigi gdsterilmistir (Zhao, Wu, Shao, Shi, &
Zhao, 2015). Genel olarak MDSC’ler iki alt grupta incelenirler; monositik kdkenli
MDSC’ler (M-MDSC) ve graniilositik (notrofilik) kokenli MDSC’ler ( G-MDSC/
PMN-MDSC). Genel olarak, insanlarda MDSC’ler CD11b* CD33" HLA-DR°¥/nce
hiicre fenotipini sergilerler. Bu MDSC’ler eger CD14 sergilerse M-MDSC ve CD15
sergilerse G-MDSC olarak fenotipik acidan ayrilirlar (Almand ve ark., 2001).
MDSC’ler iizerine yapilan bazi ¢alismalarla, bakteriyel enfeksiyonlarda bu hiicrelerin
rollerine dair bazi bulgular elde edilmistir. Staphylococcus aureus enfeksiyonu ile
ilgili yapilan birden fazla ¢calismada, G-MDSC ve M-MDSC’lerin aktive oldugu ve
bunun sonucunda edinsel immiinitenin bazi mekanizmalarinin baskilandigi
gosterilmistir (Skabytska ve ark., 2014; Thurlow ve ark., 2011). Benzer sekilde,
Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlarinda MDSC’lerin baskilayict etkilerini
gosteren c¢alismalar mevcuttur. Bunun yaninda, MDSC’lerin anti-enflamatuvar

etkilerinin yan1 sira Pseudomonas aeruginosa, Klebsilla pneumoniae enfeksiyonlari
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ve bazi sepsis durumlarinda, konak yararma koruyucu etkiler bulundurdugu bazi
caligmalarla desteklenmistir (Cai, Batra, Shen, Wakamatsu, & Jeyaseelan, 2009;
Knaul ve ark., 2014; Rieber ve ark., 2013).

G-MDSC kokenli eksozomlar {lizerine yapilmis bazi kanser ¢aligmalarinda,
immiin yanitin sinirlandirilmasinda 6nemli rolleri bulundugu gosterilmistir. Kanser
olgularindan izole edilen G-MDSC kokenli eksozomlarin kargosunda hem anti-
enflamatuvar hem de pro-enflamatuvar bazi molekiiller izlenmistir. Ayrica bu
eksozomlarin, kdken aldigt MDSC’lerden igerik olarak farkliliklara sahip olabilecegi
gosterilmistir (Fenselau, & Ostrand-Rosenberg, 2021) Bakteriyel enfeksiyonlarda G-
MDSC kokenli eksozomlar ve ekstraselliiler vezikiiller ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamasima ragmen bir¢ok kronik enfeksiyonda, bu eksozomlarin MDSC
hiicreleri arasindaki etkilesiminin 6nemi vurgulanmaktadir (Wang ve ark., 2016).
Calismamizda, G-MDSC kokenli eksozomlarda, akut bruselloz ve kronik bruselloz
arasindaki anlamli fark gozlenmistir. Akut brusellozda, G-MDSC kdkenli
eksozomlarin belirgin artisi, bu eksozomlarin hastaligin akut fazinda immdiin sistemi
diizenleyebilecek etkilere sahip olabilecegini gosterebilir. Aym1 zamanda her iki
hastalik grubunda, saglikli kontrole gore anlamli artiglar gézlenmistir. Notrofil kokenli
eksozomlar Brucella bakterilerinin yayilimina destek saglarken, G-MDSC-kdkenli
eksozomlar ise bu yayilmayr kolaylagtirmak i¢in pro-enflamatuvar yanitlar
baskilayabilir.

Akut brusellozun, enfekte kolit hastaliginda énemli bir etken olduguna dair
baz1 caligmalar mevcuttur. Bu hipoteze gore bazi iilseratif ve enfeksiyonel kolit
modelleri, Brucella enfeksiyonlariyla iligkili olarak gelismektedir. G-MDSC kokenli
eksozomlarin, kolit hastaligindaki etkilerine dair birka¢ calisma mevcuttur. Bir
caligmada, kolit fare modelinde G-MDSC kokenli eksozomlarin arjinaz-1 (Arg-I)
aktivitesini bozarak, Treg aktivasyonunu tesvik ettigi, T hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve tetiklenen gecikmis tipte asir1 enflamasyon reaksiyonlarini da elimine ettigi
gosterildi. Ayrica, farelerin serumlarinda, IFN-y ve TNF-a gibi sitokinlerin azaldigi
gozlenmistir (Wang ve ark., 2016). Bazi calismalara gore siklikla Brucella
enfeksiyonlari ile iligkilendirilen bu hastaliktaki G-MDSC eksozom profili gii¢lii bir
immiin baskilama etkisini ortaya koymustur (Zhu ve ark., 2019).
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Brucella, enfeksiyonun ilk agamlarinda ASH’ler tarafindan fagositoza ugrar ve
bunun sonucunda IL-2 ve IL-12 gibi sitokinler iiretilir. IL-12 ile aktive olan NK
hiicreleri enfekte hiicreleri elimine etmeye baglar. Bunun yaninda, IFN-y gibi bazi
sitokinleri de lireterek makrofajlarin uyarilmasina destek olur (Roitt, Brostoft, & Male,
2001). NK hiicrelerinin brusellozdaki etkinligine dair yapilan bazi fare ¢aligmalarinda,
NK hiicrelerinin eksikliginin enfeksiyonun baslangic asamasinda, immiin yanitt
degistirmedigi ortaya konmustur (Fernandes, Benson, & Baldwin, 1995). Ancak bu
bulgu, bruselloz enfeksiyonlarinda NK hiicrelerinin etkisiz eleman olmasindan ¢ok,
farelerin Brucella’ya kars1 olusturdugu immiin yanitlarin, NK-bagimsiz halde bile
oldukgca yeterli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Brucella enfeksiyonlarinda anahtar
sitokinlerden biri olan IFN-y’nin en 6énemli kaynaklarindan biri NK hiicreleridir. NK
hiicrelerinin etkinligine dair yapilan bir ¢alismada, hastaligin akut fazinda, NK
hiicrelerinin aktivitesinde bazi1 bozulmalar gézlenmistir (Dornand ve ark., 2004). NK
hiicrelerinin daha once M. tuberculosis ¢aligmalarinda gosterildigi gibi hiicre-ici
yerlesimli bakterilere kars1 6ldiirme yetenekleri olduk¢a gelismistir. Bir calismada, B.
suis ile enfekte makrofajlar tarafindan endiiklenen NK hiicreleri, enfekte hiicreleri
elimine etmis ve hiicre i¢i replikasyonu engellemistir (Brill ve ark., 2001). Isiyla-
oldiiriilmiis B. abortus (heat-killed Brucella abortus; HKBA), bir¢ok deneysel fare
calismalarinda Brucella enfeksiyonlarinin benzer etkilerini in vitro olusturmak
amaciyla kullanilmaktadir. Bir fare ¢calismasinda HKBA kullanilarak, immiin yanitlar
tetiklenmis ve NK hiicrelerinin B hiicrelerinin poliklonal antikor iiretiminde rolleri
olabilecegi gosterilmistir (Gao,Jennings, Guo, & Yuan, 2011). Daha 6nce yapilan bir
baska calismada ise NK hiicrelerinin IFN-y ekspresyon profili ve Brucella-spesifik
IgG2a antikorlarinin iiretimi arasinda bir iligki ortaya konmustur (Satoskar ve ark.,
1999). NK hiicrelerinin brusellozun erken asamalarindaki rolleri heniiz belirsizligini
korusa da hastaligin ileri safhalarinda etkili rolleri s6z konusu olabilir. Ancak, bazi
yazarlarin daha Once rapor ettigi gibi, Ozellikle hastaligin akut fazinda, NK
hiicrelerinin sitokin salinimi ve sitotoksik etkilerinde gézlenen bazi diizensizlikler, NK
hiicrelerinin ~ Brucella  bakterilerine karsi  verdigi yanitlarin  smirlandigimi
diistindiirebilir. NK hiicrelerinin bu sinirli aktivasyonlarindaki olumsuz etkileri 1L-2
sitokini ile eski haline getirebilecegine dair baz1 yazarlarin goriisleri bulunmaktadir

(Salmeron ve ark., 1992). Calismamizda kronik brusellozda, NK hiicre kdkenli
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eksozomlar, saglikli kontrole gére anlamli derecede diisiik bulunmakla birlikte akut
bruselloz ve saglikli kontrol gurubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. Bu durum NK hiicrelerinin kronik brusellozda baskilandigini
diisiindiirebilir ancak bu hiicrelerin litik aktivitesi hakkinda herhangi bir bulgu
bulunmamaktadir.

Bruselloz da bazi vakalarda, hemolitik anemi ve trombositopeni gibi immiin
reaksiyonlar bildirilmistir. Baz1 c¢alismalarda, 6zellikle hastaligin kronik fazinda
Brucella kaynakli trombositopeninin, kemik iliginde graniilomat6z olusumuna destek
olabilecegi bulgusuna ulasilmistir. Trombosit kokenli EV’ler (P-EV’ler) ile yapilan
caligmalarda, hiicre ici iletisim, pithti olusumu, hiicreler arasi transfer ve
enflamasyonda rolleri olabilecegi vurgulanmistir (Boilard ve ark., 2010; Risitano,
Beaulieu, Vitseva, & Feedman, 2012 ; Tafelmeier ve ark., 2017). Trombosit kokenli
eksozomlarin ise, trombosit fonksiyonlarmi artic etkiler ve pro-enflamatuvar monosit
aktivasyonu gibi bazi fonksiyonlar1 bildirilmistir (Mause, von Hundelshause,
Zernecke, Koenen ,& Weber, 2005; Rautou ve ark., 2011;). Sepsiste trombosit-kokenli
eksozomlara dair bir ¢calismada, bu eksozomlarin nétrofil ekstraselliiler tuzak (NET)
olusumunu endiikledigi gosterilmistir (Jiao ve ark., 2020). Septik sok iizerine yapilan
bir bagka caligsmada ise, trombosit kokenli eksozomlarin peroksinitrit yoluyla endotel
hiicrelerde apoptozu tetikledigini gostermistir (Gambim ve ark., 2007). Trombosit
kokenli eksozomlar, diger P-EV’lerden igerik olarak farklilik gosterebilir. P-EV’lerde
olan protrombin ve Factor X gibi molekiillerden eksozomlar mahrumdur. Bunun
yaninda trombosit-kdkenli eksozomlarda ise, P-selektin, PF4 ve GPIIb/Illa gibi
trombositle iligki proteinler bulunmaktadir (Heijnen, Schiel, Fijnheer, Geuze & Sixma,
1999). Calismamizda kronik brusellozda, trombosit kokenli eksozomlar, saglikli
kontrole gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Akut bruselloz ve saglikli kontrol
arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Trombosit kdkenli eksozomlarin
hastaligin kronik evresinde anlamli derecede azalmasi, hastaligin kroniklesmesinde
onemli etken oldugunu diistindiirmektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular, eksozomlarin brusellozda énemli etkileri
olabilecegini diisiindiirmiistiir. ilk kesfinden itibaren uzun yillar gegmesine ragmen
eksozomlar hala biiyiik potansiyel vadetmektedir. Her ii¢ arastirma grubu arasinda,

graniilosit kokenli eksozomlardaki anlamli farklar, noétrofillerin bu hastaligin
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kroniklesmesi ve enfeksiyonun yayiliminda bazi kilit rollere sahip olabilecegini
gostermektedir. Bunun yaninda G-MDSC kokenli eksozomlarin da, benzer bir profil
sergilemesi, hem nétrofil hem de G-MDSC kdokenli eksozomlarin is birligi icerisinde
bakteri yararina fonksiyon gosterdigini ortaya koyabilir. Ayni1 zamanda, kronik
brusellozda trombosit ve NK kokenli eksozomlardaki anlamli azalmalar, hastaligin bu
fazinda, konak immiin yanitin, Brucella bakterileri tarafindan modiile edildigini
gosterebilir. Brucella bakterilerinin, klasik bakteriyel bazi 6zelliklerden yoksun olmasi
ve bazi sira dis1 6zelliklerinin bulunmasi, immiin sistemin bilinmeyen bir¢ok 6zelligini
aciga c¢ikarabilir. Bu calismadan elde ettigimiz bulgular bruselloz literatiiriine 6nemli
katkilar saglayabilir ancak brusellozda eksozomlarin roliiniin tam olarak
anlagilabilmesi i¢in ek calismalar gerektigi agiktir. Analiz edilen vaka sayilarinin
arttirtlmasi, dogru bir immiinfenotiplendirme i¢in olduk¢a Onemlidir. Anabilim
dalimizda daha once yapilan birden fazla ¢aligmada, akut ve kronik brusellozda T
hiicre miRNA profili ortaya konmustur. Bu ¢alismaya gore hastaligin akut ve kronik
fazlarinda farkli miRNA’lar islev gorebilmektedir. Bunun yaninda, bruselloz
vakalarindaki mRNA profline dair bir baska c¢alismamiz yazim asamasindadir.
Eksozomlarin kargo igeriklerinde siklikla bulunan miRNA, mRNA ve diger genetik
materyallerin hastaligin kroniklesmesinde etkileri s6z konusu olabilir. Notrofil kokenli
eksozomlar i¢in baz1 yayinlarda belirtildigi gibi “Truva ati” fenomeninin agikliga
kavusturulmasi icin eksozomal kargo iceriginin ortaya cikarilmasi gerekmektedir.
Bunun yaninda, G-MDSC ve nétrofil kokenli eksozomlarin etkilerinin dogru sekilde
ortaya konmasi i¢in fonksiyonel hiicre kiiltiirii deneylerinin yapilmasina ihtiyag vardir.
Baz1 yayinlarda Brucella bakterileri ile iliskilendirilen kolit hastalig1 ve brusellozun
karsilastirmali  ¢alismalari, her iki hastaligin immiinpatogenezine katkilar

saglayacaktir.

62



6- KAYNAKLAR

Adams, L. G. (1998, February). Animal health issues in South Texas cattle.
In Workshop on beef cattle production systems and natural resources conservation in
semi-arid lands of South Texas and Northern Mexico held at Universidad Auto 'noma
dr Tamaulipas, Cd. Victoria, Tamaulipas, Mexico (pp. 26-27).

Alavi, S. M., & Alavi, L. (2013). Treatment of brucellosis: a systematic review of
studies in recent twenty years. Caspian Journal of Internal Medicine, 4(2), 636—641.

Almand, B., Clark, J. I., Nikitina, E., van Beynen, J., English, N. R., Knight, S. C., ...
& Gabrilovich, D. I. (2001). Increased production of immature myeloid cells in cancer

patients: a mechanism of immunosuppression in cancer. The Journal of
Immunology, 166(1), 678-689.

Alton, G. G., Corner, L. A., & Plackett, P. (1983). The role of the differential
complement fixation test, using rough and smooth Brucella antigens, in the anamnestic
test. Australian Veterinary Journal, 60(1), 4-6.

Alvarez-Jiménez, V. D., Leyva-Paredes, K., Garcia-Martinez, M., Vazquez-Flores, L.,
Garcia-Paredes, V. G., Campillo-Navarro, M., ... & Estrada-Garcia, 1. (2018).
Extracellular vesicles released from Mycobacterium tuberculosis-infected neutrophils
promote macrophage autophagy and decrease intracellular mycobacterial
survival. Frontiers in immunology, 9, 272.

André¢, F., Chaput, N., Schartz, N. E., Flament, C., Aubert, N., Bernard, J., ... Zitvogel,
L. (2004). Exosomes as potent cell-free peptide-based vaccine. 1. Dendritic cell-
derived exosomes transfer functional MHC class I/peptide complexes to dendritic
cells. Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950), 172(4), 2126-2136.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.172.4.2126

Angélique Bobrie, Marina Colombo, Sophie Krumeich, Graga Raposo & Clotilde
Théry (2012) Diverse subpopulations of vesicles secreted by different intracellular
mechanisms are present in exosome preparations obtained by differential
ultracentrifugation, Journal of Extracellular
Vesicles, 1:1, DOI: 10.3402/jev.v110.18397

Araj, G. F. (2010). Update on laboratory diagnosis of human brucellosis. International
Journal of Antimicrobial Agents, 36, S12-S17.

Ariza, J., Pellicer, T., Pallares, A., Foz, A., Gudiol, F. (1992). Specific antibody profile
in human brucellosis. Clinical and Infectious Diseases 14,131-140.

Atik, A., Stewart, T., & Zhang, J. (2016). Alpha-Synuclein as a Biomarker for
Parkinson's Disease. Brain pathology (Zurich, Switzerland), 26(3), 410—418.
https://doi.org/10.1111/bpa.12370

63



Azevedo, L. C., Janiszewski, M., Pontieri, V., Pedro, M., Bassi, E., ...Laurindo, F. R.
(2007). Platelet-derived exosomes from septic shock patients induce myocardial
dysfunction. Critical Care (London, England), 11(6), R120.
https://doi.org/10.1186/cc6176

Baily, G. G., Krahn, J. B., Drasar, B. S., & Stoker, N. G. (1992). Detection of Brucella
melitensis and Brucella abortus by DNA amplification. The Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 95(4), 271-275.

Baldwin , C.L. , Jiang , X. and Fernandes , D.M. Macrophage control of Brucella
abortus : influence of cytokines and iron . Trends Microbiol. 1993 ;1 :99 — 104 .

Barquero-Calvo, E., Martirosyan, A., Ordofiez-Rueda, D., Arce-Gorvel, V., Alfaro-
Alarcon, A., Lepidi, H., ... Moreno, E. (2013). Neutrophils exert a suppressive effect
on Thl responses to intracellular pathogen Brucella abortus. PLoS Pathog, 9(2),
e1003167.

Baysal B. Brucella. In: Mutlu G, Imir T, Cengiz AT, Ustagelebi S, Tiimbay E, Mete
O, Eds.(1999). Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Ankara: Giines Kitabevi,571-577.

Beatty, W.L., Rhoades, E.R., Ullrich, H.-J., Chatterjee, D., Heuser, J.E. and Russell,
D.G. (2000), Trafficking and Release of Mycobacterial Lipids from Infected
Macrophages. Traffic, 1: 235-247. https://doi.org/10.1034/1.1600-
0854.2000.010306.x

Benjamin,B, Annobil,S.H (1992).Childhood brucellosis in southwestern Saudi Arabia:
A 5-year experience. Journal of Tropical Pediatrics 38, 167-172.

Bessoles, S., Dudal, S., Besra, G. S., Sanchez, F., ,& Lafont, V. (2009). Human CD4+
invariant NKT cells are involved in antibacterial immunity against Brucella suis

through CD1d-dependent but CD4-independent mechanisms. European Journal of
Immunology, 39(4), 1025-1035. https://doi.org/10.1002/¢ji.200838929).

Bhatnagar, S., ,& Schorey, J. S. (2007). Exosomes released from infected macrophages
contain Mycobacterium avium glycopeptidolipids and are proinflammatory. J Biol
Chem, 282(35), 25779-25789. https://doi.org/10.1074/jbc.M 702277200

Billard, E., Cazevieille, C., Dornand, J., & Gross, A. (2005). High susceptibility of
human dendritic cells to invasion by the intracellular pathogens Brucella suis, B.
abortus, and B. melitensis. Infection and Immunity, 73(12), 8418.

Bishop, G. C., Bosman, P. P., & Herr, S. (1994). Bovine brucellosis. Infectious
diseases of livestock with Special Reference to Southern Africa. Cape Town: Oxford
University Press Southern Africa.

Bobrie, A., Colombo, M., Raposo, G., ,& Thery, C. (2011). Exosome secretion:
molecular mechanisms and roles in immune responses. Traffic, 12(12), 1659-1668.
https://doi.org/10.1111/].1600-0854.2011.01225.x

64



Boilard, E., Nigrovic, P. A., Larabee, K., Watts, G. F., Coblyn, J. S., Weinblatt, M. E.,
Massarotti, E. M., Remold-O'Donnell, E., Farndale, R. W., Ware, J., ,& Lee, D. M.
(2010). Trombosits amplify inflammation in arthritis via collagen-dependent
microparticle  production. Science (New York, N.Y.),327(5965), 580-583.
https://doi.org/10.1126/science.1181928

Bricker, B. J. (2002). PCR as a diagnostic tool for brucellosis. Veterinary
Microbiology, 90(1-4), 435-446.

Brill, K. J., Li, Q., Larkin, R., Canaday, D. H., Kaplan, D. R., ... & Silver, R. F. (2001).
Human natural killer cells mediate killing of intracellular Mycobacterium tuberculosis
H37Rv via granule-independent mechanisms. Infection and immunity, 69(3), 1755-
1765.

Bruselloz Istatistik verileri [Internet]. Tiirkiye Halk Saghg Kurumu, Zoonotik ve
Vektorel Hastaliklar Daire Baskanlig1 (2017),
Erisim adresi : https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/zoonotikvektorel-bruselloz/istatistik

Buzgan, T., Karahocagil, M. K., Irmak, H., Baran, A. 1., Karsen, H.,...,Akdeniz, H.
(2010). Clinical manifestations and complications in 1028 cases of brucellosis: a

retrospective evaluation and review of the literature. International Journal of
Infectious Diseases, 14(6), e469-e478.

Cai, S., Batra, S., Shen, L., Wakamatsu, N., and Jeyaseelan, S. (2009). Both TRIF- and
MyD88-dependent signaling contribute to host defense against pulmonary Klebsiella
infection. J. Immunol. 183, 6629-6638. doi: 10.4049/jimmunol.0901033

Campbell GA, Adams LG, Sowa BA. 1994. Mechanisms of binding of Brucella
abortus to mononuclear phagocytes from cows naturally resistant or susceptible to
brucellosis. Vet Immunol Immunopathol 41: 295-306. https://doi.org/10.1016/0165-
2427(94)90103-1.

Capasso, L., (2002). Bacteria in two-millenia-old cheese, and related epizoonoses
in Roman populations. J. Infect. 45, 122—127 https://doi.org/10.1053/1inf.2002.0996

Cardoso, P.G., Macedo, G.C., Azevedo, V., & Oliveira, S. (2006). Brucella spp
noncanonical LPS: structure, biosynthesis, and interaction with host immune
system. Microbial Cell Factories, 5, 13 - 13.

Casabuono, A. C., Czibener, C., Del Giudice, M. G., Valguarnera, E., Ugalde, J. E., &
Couto, A. S. (2017). New Features in the Lipid A Structure of Brucella suis and

Brucella abortus Lipopolysaccharide. Journal of the American Society for Mass
Spectrometry, 28(12), 2716-2723. https://doi.org/10.1007/s13361-017-1805-x

Celli, J., and Tsolis, R. M. (2015). Bacteria, the endoplasmic reticulum and the
unfolded protein response: friends or foes? Nat. Rev. Microbiol. 13, 71-82. doi:
10.1038/nrmicro3393

Clayton, A., Court, J., Navabi, H., Adams, M., Mason, M. D., Hobot, J. A., ... Jasani,
B. (2001). Analysis of antigen presenting cell derived exosomes, based on immuno-

65



magnetic isolation and flow cytometry. Journal of Immunological Methods, 247(1-2),
163—174. https://doi.org/10.1016/s0022-1759(00)00321-5

Clayton, A., Turkes, A., Navabi, H., Mason, M. D., & Tabi, Z. (2005). Induction of
heat shock proteins in B-cell exosomes. Journal of Cell Science, 118(Pt 16), 3631—
3638. https://doi.org/10.1242/ics.02494

Cocucci, E., G. Racchetti, and J. Meldolesi. (2009) Shedding microvesicles: artefacts
no more. Trends Cell Biol. 19(2). 43-51

Coelho, A. C., Diez, J. G., & Coelho, A. M. (2015). Risk Factors for Brucella spp. in
Domestic and Wild Animals. In Updates on  Brucellosis. InTech.
https://doi.org/10.5772/61325

Cohen J, Powderly WG, Eds. (2004). Infectious Diseaes. 2nd Ed. St. Louis: Mosby
Company. 1665-1667.

Colmenero, J D., Reguera, ] M., Cabrera, F P., Hernandez, S., Porras, J., ...Miranda,
M T. (1989). [Combined use of Rose Bengal and indirect immunofluorescence in the
diagnosis of brucellosis]. Enfermedades Infecciosas Microbiologia Clinica. 6.(7).316-
320.

Colmenero, J. D., Reguera, J. M., Martos, F., Sanchez-De-Mora, D., Delgado, M.,
Causse, ...Juarez, C. (1996). Complications associated with Brucella melitensis
infection: a study of 530 cases. Medicine, 75(4), 195-211.
https://doi.org/10.1097/00005792-199607000-00003

Corbel M. J. (1997). Brucellosis: an overview. Emerging Infectious Diseases, 3(2),
213-221. https://doi.org/10.3201/eid0302.970219

Corbel, M J and Brinley-Morgan, W J. (1984). Genus Brucella in: KriegN.R., Holt
J.G. (Eds.), Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. The Williams & Wilkins
Company, Baltimore. (1).377-388.

Corbel, M. J, Food and Agriculture Organization of the United Nations, World Health
Organization & World Organisation for Animal Health. (2006). Brucellosis in humans
and animals. World Health
Organization. https://apps.who.int/iris/handle/10665/43597

Corbel, M.J (1988). Brucellosis in fertility and infertility in veterinary practice edited
by: Laing,J.A, Brinley Morgan, W.J and Wagner W.C. Bailliere Tindall. London. pp
280.

Corbel, MJ (1999) Brucellosis an overview.
http://www.cdc.gor/ncidodifidivols3no2/corbel.

Crenshaw, B. J., Sims, B., & Matthews, Q. L. (2018). Biological function of exosomes
as diagnostic markers and therapeutic delivery vehicles in carcinogenesis and
infectious diseases. In Nanomedicines. IntechOpen.

66



D’Anastasio, R., Zipfel, B., Moggi-Cecchi, J., Stanyon, R., Capasso, L., (2009).
Possible brucellosis in an early hominin skeleton from sterkfontein, South Africa.
PLoS One 4, ¢6439. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0006439

de Figueiredo, P., Ficht, T. A., Rice-Ficht, A., Rossetti, C. A., & Adams, L. G. (2015).
Pathogenesis and immunobiology of brucellosis: review of Brucella-host
interactions. The  American  Journal  of  Pathology, 185(6), 1505-1517.
https://doi.org/10.1016/]j.ajpath.2015.03.003

de Jong, M. F., Sun, Y. H., den Hartigh, A. B., van Dijl, J. M., & Tsolis, R. M. (2008).
Identification of VceA and VceC, two members of the VjbR regulon that are

translocated into macrophages by the Brucella type IV secretion system. Molecular
Microbiology, 70(6), 1378—-1396. https://doi.org/10.1111/.1365-2958.2008.06487.x

Dean, A. S., Crump, L., Greter, H., Schelling, E., & Zinsstag, J. (2012). Global burden
of human brucellosis: a systematic review of disease frequency. PLoS Neglected
Tropical Diseases, 6(10), e1865. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001865

Delrue, R. M., Martinez-Lorenzo, M., Lestrate, P., Danese, 1., Bielarz, V., Mertens,
...Letesson, J. J. (2001). Identification of Brucella spp. genes involved in intracellular
trafficking. Cellular Microbiology, 3(7), 487-497. https://doi.org/10.1046/.1462-
5822.2001.00131.x

DelVecchio, V. G., Kapatral, V., Redkar, R. J., Patra, G., Mujer, C., Los, T., ... &
Overbeek, R. (2002). The genome sequence of the facultative intracellular pathogen

Brucella melitensis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(1), 443-
448.

Doganay, M., & Mese Alp, E. (2008). Infeksiyon hastaliklar1 ve
mikrobiyolojisi. Nobel Tip Kitabevleri, 3, 897-909.

Dornand, J., Gross, A., Lafont, V., Liautard, J., Oliaro, J., & Liautard, J. P. (2002).
The innate immune response against Brucella in humans. Veterinary
Microbiology, 90(1-4), 383-394.

Dornand, J., Lafont, V., Oliaro, J., Terraza, A., Castaneda-Roldan, E., & Liautard, J.
P. (2004). Impairment of intramacrophagic Brucella suis multiplication by human
natural killer cells through a contact-dependent mechanism. Infection and
Immunity, 72(4), 2303.

Doyle, L. M., & Wang, M. Z. (2019). Overview of Extracellular Vesicles, Their
Origin, Composition, Purpose, and Methods for Exosome Isolation and
Analysis. Cells, 8(7), 727. https://doi.org/10.3390/cells8070727

Duarte, T. A., Noronha-Dutra, A. A., Nery, J. S., Ribeiro, S. B., Pitanga, T. N., Lapa
e Silva, J. R., Arruda, S., ,& Boéchat, N. (2012). Mycobacterium tuberculosis-induced
neutrophil ectosomes decrease macrophage activation. Tuberculosis, 92(3), 218-225.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.tube.2012.02.007

67



Eberl G, Brawand P, MacDonald HR (2000) Selective bystander proliferation of
memory CD4+ and CD8+ T cells upon NK-T or T cell activation. J Immunol 165:
4305.

Eken, C., Martin, P. J., Sadallah, S., Treves, S., Schaller, M., ,& Schifferli, J. A. (2010).
Ectosomes released by polymorphonuclear neutrophils induce a MerTK-dependent
anti-inflammatory  pathway in macrophages. The Journal of Biological
Chemistry, 285(51), 39914-39921. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.126748

Ertek M. (2003). Bruselloz: Klinik formlar1 ve 6zellikleri. Ankem Dergisi.17: 333-5.

Evans, A., (1918). Further Studies on Bacteritum Abortus and Related Bacteria: II .
A Comparison of Bacterium Abortus with Bacterium Bronchisepticus and with
the Organism Which Causes Malta Fever. J. Infect. Dis. 22, 580-593

Fernandes DM, Baldwin CL. 1995. Interleukin-10 downregulates protective immunity
to Brucella abortus. Infect Immun 63:1130 —1133. https://
doi.org/10.1128/IA1.63.3.1130-1133.1995

Fernandes, D. M., Benson, R., & Baldwin, C. L. (1995). Lack of a role for natural
killer cells in early control of Brucella abortus 2308 infections in mice. Infection and
Immunity, 63(10), 4029.

Ficht T. A. (2003). Intracellular survival of Brucella: defining the link with
persistence. Veterinary Microbiology, 92(3), 213-223. https://doi.org/10.1016/s0378-
1135(02)00367-x

Forestier, C., Moreno, E., Pizarro-Cerda, J., and Gorvel, J. P., 1999, Lysosomal
accumulation and recycling of lipopolysaccharide to the cell surface of murine
macrophages, an in vitro and in vivo study, The Journal of Immunology, 162, 6784-
6791.

Francois M, Le Cabec V, Dupont MA, Sansonetti PJ, Maridonneau-Parini I. (2000).
Induction of necrosis in human neutrophils by Shigella flexneri requires type III
secretion, IpaB and IpaC invasins, and actin polymerization. Infect Immun 68:1289 —
1296. https://doi.org/10.1128/iai.68.3 .1289-1296.2000.

Fumarola, D., Pece, S., Fumarulo, R., Petruzzelli, R., Greco, B., Giuliani, G., ... &
Jirillo, E. (1994). Downregulation of Human Polymorphonuclear Cell Activities
Exerted by Microorganisms Belonging to the a-2 Subgroup of Proteobacteria (Afipia
Fs and Rochallmaea Henselae). Immunopharmacology and immunotoxicology, 16(3),
449-461.

Galinska, E. M., Zagorski, J. (2013). Brucellosis in humans — etiology, diagnostics,
clinical forms. Ann Agric Environ Med., 20(2), 233-238.

Gambim, M. H., do Carmo, A., Marti, L., Verissimo-Filho, S., Lopes, L. R., ,&

Janiszewski, M. (2007). Trombosit-derived exosomes induce endothelial cell
apoptosis through peroxynitrite generation: experimental evidence for a novel

68



mechanism of septic vascular dysfunction. Critical care (London, England), 11(5),
R107. https://doi.org/10.1186/cc6133

Gao, N., Jennings, P., Guo, Y., & Yuan, D. (2011). Regulatory role of natural killer
(NK) cells on antibody responses to Brucella abortus. Innate immunity, 17(2), 152-
163.

Garin-Bastuji, B., Blasco, J. M., Marin, C., & Albert, D. (2006). The diagnosis of
brucellosis in sheep and goats, old and new tools. Small Ruminant Research, 62(1-2),
63-70.

Ghassan, M, Issam, A.K, Alex, M.A.(1996). Rapid laboratory confirmation of human
brucellosis by PCR analysis of a target sequence on the 31-kilodalton Brucella antigen
DNA. Journal of Clinical Microbiology 477-478.

Giri, P. K., & Schorey, J. S. (2008). Exosomes derived from M. Bovis BCG infected
macrophages activate antigen-specific CD4+ and CD8+ T cells in vitro and in
vivo. PloS one, 3(6), €2461. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0002461

Glowacka, P., Zakowska, D., Naylor, K., Niemcewicz, M., & Bielawska-Drozd, A.
(2018). Brucella-Virulence Factors, Pathogenesis and Treatment. Polish Journal of
Microbiology, 67(2), 151.

Golding, B., Scott, D. E., Scharf, O., Huang, L. Y., Zaitseva, M., Lapham, C., ... &
Golding, H. (2001). Immunity and protection against Brucella abortus. Microbes and
Infection, 3(1), 43-48.

Goldstein, J., Hoffman, T., Frasch, C., Lizzio, E. F., Beining, P. R., Hochstein, D., ...
& Golding, B. (1992). Lipopolysaccharide (LPS) from Brucella abortus is less toxic
than that from Escherichia coli, suggesting the possible use of B. abortus or LPS from
B. abortus as a carrier in vaccines. Infection and Immunity, 60(4), 1385.

Gorvel J. P. (2014). "If you bring an alarm, we will destroy it," said Brucella to the
host cell. Virulence, 5(4), 460—462. https://doi.org/10.4161/viru.29092

Greening, D. W., Gopal, S. K., Xu, R., Simpson, R. J., & Chen, W. (2015). Exosomes
and their roles in immune regulation and cancer. Seminars in Cell & Developmental
Biology, 40, 72-81. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2015.02.009

Grunow, R., Jacob, D., Klee, S., Schlembach, D., Jackowski-Dohrmann, S., Loenning-
Baucke, V., Eberspacher, B., & Swidsinski, S. (2016). Brucellosis in a refugee who
migrated from Syria to Germany and lessons learnt, 2016. Euro surveillance : Bulletin
Europeen sur les Maladies Transmissibles = European Communicable Disease
Bulletin, 21(31), 30311. https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2016.21.31.30311

Gul, S., & Khan, A., (2007). Epidemiology and epizootology of brucellosis: A review.
Pakistan Veterinary Journal. 27. 145-151.

Gutiérrez-Jiménez, C., Mora-Cartin, R., Altamirano-Silva, P., Chacoén-Diaz, C.,
Chaves-Olarte, E., Moreno, E., & Barquero-Calvo, E. (2019). Neutrophils as Trojan

69



Horse Vehicles for Brucella  abortus Macrophage Infection. Frontiers in
immunology, 10, 1012. https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01012

Haile, L. A., von Wasielewski, R., Gamrekelashvili, J., Kriiger, C., Bachmann, O.,
Westendorf, A. M., Buer, J., Liblau, R., Manns, M. P., Korangy, F., ,& Greten, T. F.
(2008). Myeloid-derived suppressor cells in inflammatory bowel disease: a new
immunoregulatory pathway. Gastroenterology, 135(3), 871-881.e8815.
https://doi.org/10.1053/].gastro.2008.06.032

Halling, S. M. and S. M. Boyle, (2002). Incidence and control of brucellosis in the
Near East region. Vet. Microbiol.90: 8§1-110.

Halling, S. M., Peterson-Burch, B. D., Bricker, B. J., Zuerner, R. L., Qing, Z., Li, L.
L., ... & Olsen, S. C. (2005). Completion of the genome sequence of Brucella abortus

and comparison to the highly similar genomes of Brucella melitensis and Brucella
suis. Journal of Bacteriology, 187(8), 2715.

Heijnen, H. F. G., Schiel, A. E., Fijnheer, R., Geuze, H. J., ,& Sixma, J. J. (1999).
Activated Trombosits Release Two Types of Membrane Vesicles: Microvesicles by
Surface Shedding and Exosomes Derived From Exocytosis of Multivesicular Bodies
and -Granules. Blood, 94(11), 3791-3799. https://doi.org/10.1182/blood.V94.11.3791

Hippocrates, 400BC. Aphorisms. The Internet Classics Archive, (1994-2009), Web
Atomics. Erigim adresi: http://classics.mit.edu//Hippocrates/aphorisms.html

Huddleson IF, Johnson HW, Hamann EE. 1933. A study of the opsonocytophagic
power of the blood and allergic skin reaction in Brucella infection and immunity in
man. Am J Public Health Nations Health 23.917-9209.
https://doi.org/10.2105/ajph.23.9.917.

Huotari, J., & Helenius, A. (2011). Endosome maturation. The EMBO journal, 30(17),
3481-3500.

Jaber, L., Dahan, S., Harari, 1. (1999). Control of brucellosis in Taibe. Herefuah.
137,454-456.

Jiang, Y., Qian, J., Yang, J., Yan, X., Xue, X., & Chang, Q. (2018). Advances in
exosome-related biomarkers for glioblastoma: Basic research and clinical
application. Glioma, 1, 159 - 167.

Jiao, Y., Li, W., Wang, W., Tong, X., Xia, R., Fan, J., Du, J., Zhang, C., ,& Shi, X.
(2020). Trombosit-derived exosomes promote neutrophil extracellular trap formation
during septic shock. Critical Care, 24.

Jones, L. B., Bell, C. R., Bibb, K. E., Gu, L., Coats, M. T., & Matthews, Q. L. (2018).
Pathogens and Their Effect on Exosome Biogenesis and
Composition. Biomedicines, 6(3), 79. https://doi.org/10.3390/biomedicines6030079

Jubier-Maurin, V., Boigegrain, R. A., Cloeckaert, A., Gross, A., Alvarez-Martinez, M.
T., Terraza, A., ... & Liautard, J. P. (2001). Major outer membrane protein Omp25 of

70



Brucella suis is involved in inhibition of tumor necrosis factor alpha production during
infection of human macrophages. Infection and Immunity, 69(8), 4823.

Kanehisa, M., Furumichi, M., Sato, Y., Ishiguro-Watanabe, M., & Tanabe, M. (2021).
KEGG: integrating viruses and cellular organisms. Nucleic Acids Research, 49(D1),
D545-D551. https://doi.org/10.1093/nar/gkaa970

Kang J. S. (2020). The potential of exosomes as theragnostics in various clinical
situations. Exosomes, 467—486. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816053-4.00020-1

Keller, S., Rupp, C., Stoeck, A., Runz, S., Fogel, M., Lugert, S., ... & Altevogt, P.
(2007). CD24 is a marker of exosomes secreted into urine and amniotic fluid. Kidney
International, 72(9), 1095-1102.

Knaul, J. K., Jorg, S., Oberbeck-Mueller, D., Heinemann, E., Scheuermann, L.,
Brinkmann, V., et al. (2014). Lung-residing myeloid-derived suppressors display dual
functionality in murine pulmonary tuberculosis. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 190,
1053-1066. doi: 10.1164/rccm.201405-08280C

Ko, J., & Splitter, G. A. (2003). Molecular host-pathogen interaction in brucellosis:
current understanding and future approaches to vaccine development for mice and
humans. Clinical Microbiology Reviews, 16(1), 65.

Kohler, S., Foulongne, V., Ouahrani-Bettache, S., Bourg, G., Teyssier, J., Ramuz, M.,
& Liautard, J. P. (2002). The analysis of the intramacrophagic virulome of Brucella
suis deciphers the environment encountered by the pathogen inside the macrophage
host cell. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 99(24), 15711-15716. https://doi.org/10.1073/pnas.232454299

Kowal, J., Tkach, M., & Théry, C. (2014). Biogenesis and secretion of
exosomes. Current Opinion in Cell Biology, 29, 116-125.
https://doi.org/10.1016/i.ceb.2014.05.004

Kramer, B., Pelchen-Matthews, A., Deneka, M., Garcia, E., Piguet, V., & Marsh, M.
(2005). HIV interaction with endosomes in macrophages and dendritic cells. Blood
cells, molecules & diseases, 35(2), 136-142.
https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2005.06.006

Kreutzer, D. L., Dreyfus, L. A. and Robertson, D. C. (1979) Interactions of
polymorphonuclear leukocytes with smooth and rough strains of Bruceila abortus.
Infect. Immun., 23, 737-742

Krolak, M., & Blaszczyk, B. (1986). Standaryzacja odczynu wiazania dopetniacza
(OWD) przy brucelozie. II. Antygen [Standardization of the complement fixation test
(CFT) in brucellosis. II. The antigen]. Polskie archiwum weterynaryjne, 25(1), 17-31.

Kruh-Garcia, N. A., Wolfe, L. M., & Dobos, K. M. (2015). Deciphering the role of
exosomes in tuberculosis. Tuberculosis (Edinburgh, Scotland), 95(1), 26-30.
https://doi.org/10.1016/j.tube.2014.10.010

71



Lamparski, H. G., Metha-Damani, A., Yao, J. Y., Patel, S., Hsu, D. H., Ruegg, C., &
Le Pecq, J. B. (2002). Production and characterization of clinical grade exosomes
derived from dendritic cells. Journal of Immunological Methods, 270(2), 211-226.
https://doi.org/10.1016/s0022-1759(02)00330-7

Lapaque, N., Moriyon, I, Moreno, E., & Gorvel, J. P. (2005). Brucella
lipopolysaccharide acts as a virulence factor. Current opinion in microbiology, 8(1),
60-66.

Lavigne, J. P., Patey, G., Sangari, F. J., Bourg, G., Ramuz, M., O'Callaghan, D., &
Michaux-Charachon, S. (2005). Identification of a new virulence factor, BvfA, in
Brucella suis. Infection and immunity, 73(9), 5524-5529.
https://doi.org/10.1128/1A1.73.9.5524-5529.2005

Ledwaba, M. B., Ndumnego, O. C., Matle, 1., Gelaw, A. K., & Van Heerden, H.
(2020). Investigating selective media for optimal isolation of Brucella spp. in South
Africa. The Onderstepoort Journal of Veterinary Research,87(1), el—e9.
https://doi.org/10.4102/0jvr.v8711.1792

Lim, Matthew L, Rickman, Leland S.(2004) Brucellosis, Infectious Diseases in
Clinical ~ Practice, Volume 12 - Issuel - 7-14 doi:
10.1097/01.1dc.0000104894.16995.c4

Liu, W, Bai, X., Zhang, A., Huang, J., Xu, S., & Zhang, J. (2019). Role of Exosomes
in Central Nervous System Diseases. Frontiers in Molecular Neuroscience, 12, 240.
https://doi.org/10.3389/fnmol.2019.00240

Liu, Z., Wei, D., Li, Y., Zhou, H., Huang, D., & Guan, P. (2020). Different Clinical
Manifestations of Human Brucellosis in Pregnant Women: A Systematic Scoping
Review of 521 Cases from 10 Countries. Infection and Drug Resistance, 13, 1067—
1079. https://doi.org/10.2147/IDR.S248779

Lucero, N E., Foglia, L., Ayala, S M., Gall, D and Nielsen, K. (1999). Competitive
enzyme immunoassay for diagnosis of human brucellosis. Journal of Clinical
Microbiology. 10.(37).3245-3248.

Lulu, A. R., Araj, G. F., Khateeb, M. 1., Mustafa, M. Y., Yusuf, A. R., & Fenech, F.
F. (1988). Human brucellosis in Kuwait: a prospective study of 400 cases. QJM. An
International Journal of Medicine, 66(1), 39-54.

Machida, T., Tomofuji, T., Ekuni, D., Maruyama, T., Yoneda, T., Kawabata, Y., ... &
Morita, M. (2015). MicroRNAs in salivary exosome as potential biomarkers of
aging. International Journal of Molecular Sciences, 16(9), 21294-21309.

Madkour, M. M. (2012). Madkour's Brucellosis. Springer Science & Business Media.

Mancilla M. (2016). Smooth to Rough Dissociation in Brucella: The Missing Link to
Virulence. Frontiers in  Cellular  and  Infection  Microbiology, 5,  98.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2015.00098

72



Mause, S. F., von Hundelshausen, P., Zernecke, A., Koenen, R. R., and Weber, C.
(2005) Trombosit microparticles: a transcellular delivery system for RANTES

promoting monocyte recruitment on endothelium. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
25, 1512-1518

Mesri, M., & Altieri, D. C. (1998). Endothelial cell activation by leukocyte
microparticles. The Journal of Immunology, 161(8), 4382-4387.

Meyer M.E. (1981). The Genus Brucella. In: Starr M.P., Stolp H., Triiper H.G.,
Balows A., Schlegel H.G. (eds) The Prokaryotes. Springer, Berlin, Heidelberg.
https://doi.org/10.1007/978-3-662-13187-9 84

Miao, C., Wang, X., Zhou, W., ,& Huang, J. (2021). The emerging roles of exosomes
in autoimmune diseases, with special emphasis on microRNAs in exosomes.
Pharmacol Res, 169, 105680. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2021.105680

Michaux, S., Paillisson, J., Carles-Nurit, M. J., Bourg, G., Allardet-Servent, A., &
Ramuz, M. (1993). Presence of two independent chromosomes in the Brucella
melitensis 16M  genome. Journal  of  bacteriology, 175(3),  701-705.
https://doi.org/10.1128/jb.175.3.701-705.1993

Miendje Deyi, V. Y., Mori, M., Dauby, N., Clevenbergh, P., Mahadeb, B., Loizidou,
A., Maillart, E., Martiny, D., Debyttere, A. L., Gerard, M., & Hallin, M. (2021).
Staggered enforcement of infection control and prevention measures following four
consecutive potential laboratory exposures to imported Brucella melitensis. Infection
Prevention in Practice, 3(2), 100128.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.infpip.2021.100128

Mili, N., Auckenthaler, R., & Nicod, L. P. (1993). Chronic brucella
empyema. Chest, 103(2), 620—621. https://doi.org/10.1378/chest.103.2.620

Mongui6-Tortajada, M., Lauzurica-Valdemoros, R., & Borras, F. E. (2014). Tolerance
in organ transplantation: from conventional immunosuppression to extracellular
vesicles. Frontiers in Immunology, 5, 416. https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00416

Moreno, Edgardo & Gorvel, Jean. (2004). Invasion, intracellular trafficking and
replication of Brucella organisms in professional and non-professional phagocytes.
Brucella: Molecular and Cellular Biology. 287-312.

Murphy, E. A., Sathiyaseelan, J., Parent, M. A., Zou, B., & Baldwin, C. L. (2001).
Interferon-y is crucial for surviving a Brucella abortus infection in both resistant
C57BL/6 and susceptible BALB/c mice. Immunology, 103(4), 511-518.

Nazimek, K., Bryniarski, K., & Askenase, P. W. (2016). Functions of Exosomes and
Microbial Extracellular Vesicles in Allergy and Contact and Delayed-Type

Hypersensitivity. International Archives of Allergy and Immunology, 171(1), 1-26.
https://doi.org/10.1159/000449249

Nguyen, D. G., Booth, A., Gould, S. J., & Hildreth, J. E. (2003). Evidence that HIV
budding in primary macrophages occurs through the exosome release pathway. 7The

73



Journal of Biological Chemistry, 278(52), 52347-52354.
https://doi.org/10.1074/jbc.M309009200

Nielsen, K. R., Kelly, L., Gall.,, D., Nicolette, P., Kelly, W. (1995). Improved
competitive enzyme immunoassay for the diagnosis of bovine brucellosis. Veterinary
Immunology and Immunopathology 46,285-291.

Nielsen, K., Lin, M., Gall, D and Jolley, M. (2000). Fluorescence polarization
immunoassay: detection of antibody to Brucella abortus. Methods. 1.(22).71- 76.

Oliaro, J., Dudal, S., Liautard, J., Andrault, J. B, Liautard, J. P., & Lafont, V. (2005).
Vy9Va2 T cells use a combination of mechanisms to limit the spread of the pathogenic
bacteria Brucella. Journal of Leukocyte Biology, 77(5), 652-660.

Oliveira, S. C., & Splitter, G. A. (1995). CD8+ type 1 CD44hi CD45 RBlo T
lymphocytes control intracellular Brucella abortus infection as demonstrated in major
histocompatibility complex class I-and class II-deficient mice. European Journal of
Immunology, 25(9), 2551-2557.

Oztiirk, R., F., Soysal, K. (1993). Altas, Sperm kiiltiiriinde Brucella melitensis iiretilen
bir epididimoorsit bruselloz olgusu. Tiirk Mikrobiyol Cemiy Derg, 23(3) 148-50.

Pappas, G., Papadimitriou, P., Akritidis, N., Christou, L., & Tsianos, E. V. (2006). The
new global map of human brucellosis. The Lancet. Infectious Diseases, 6(2), 91-99.
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(06)70382-6

Pappas, G., Solera, J., Akritidis, N., & Tsianos, E. (2005). New approaches to the
antibiotic treatment of brucellosis. International Journal of Antimicrobial
Agents, 26(2), 101-105. https://doi.org/10.1016/j.ijjantimicag.2005.06.001

Parratt, D., Nielsen, K H and White, R G. (1977). Radioimmunoassay of IgM, IgG,
and IgA Brucella antibodies. Lancet. 8021.(1).1075-1078.

Pérez-Etayo, L., de Miguel, M. J., Conde-Alvarez, R., Mufioz, P. M., Khames, M.,
Iriarte, M., Moriyon, 1., & Zufiiga-Ripa, A. (2018). The CO2-dependence of Brucella
ovis and Brucella abortus biovars is caused by defective carbonic anhydrases.
Veterinary Research, 49(1), 85. https://doi.org/10.1186/s13567-018-0583-1

Pizarro-Cerda, J., Moreno, E., & Gorvel, J. P. (2000). Invasion and intracellular
trafficking of Brucella abortus in nonphagocytic cells. Microbes and Infection, 2(7),
829-835. https://doi.org/10.1016/s1286-4579(00)90368-x

Pliyev, B. K., Kalintseva, M. V., Abdulaeva, S. V., Yarygin, K. N., ,& Savchenko, V.
G. (2014). Neutrophil microparticles modulate cytokine production by natural killer
cells. Cytokine, 65(2), 126—129. https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2013.11.010

Porro, C., Di Gioia, S., Trotta, T., Lepore, S., Panaro, M. A., Battaglino, A., ... &
Conese, M. (2013). Pro-inflammatory effect of cystic fibrosis sputum microparticles
in the murine lung. Journal of Cystic Fibrosis, 12(6), 721-728.

74



Quah, B. J., ,& O'Neill, H. C. (2007). Mycoplasma contaminants present in exosome
preparations induce polyclonal B cell responses. Journal of Leukocyte Biology, 82(5),
1070-1082. https://doi.org/10.1189/j1b.0507277

Queipo-Ortuiio MI, Colmenero JD, Baeza G, Morata P. Comparison between
LightCycler Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR) assay with serum and PCR-
enzyme-linked immunosorbent assay with whole blood samples for the diagnosis of
human brucellosis. Clin Infect Dis 2005, 40: 260-4.

Queipo-Ortuno, M.1., Morata, P., Dcon, P., Manchado, P., Colmenero, DJ. (1997).
Rapid diagnosis of Human brucellosis by peripheral blood PCR assay. Journal of
Clinical Microbiology 35, 2929-2930.

Rahman, M., Uddin, M., Park, J., Chae, J., Rahman, M., & Islam, M. (1970). A Short
History of Brucellosis: Special Emphasis in Bangladesh. Bangladesh Journal of
Veterinary Medicine, 4(1), 1-6. https://doi.org/10.3329/bjvm.v4il.1517

Rautou, P. E., Vion, A. C., Amabile, N., Chironi, G., Simon, A., Tedgui, A., and
Boulanger, C. M. (2011) Microparticles, vascular function, and atherothrombosis.
Circ. Res. 109, 593-606

Refai, M., (2002). Incidence and control of brucellosis in the Near East region. Vet.
Microbiol., 90: 81-110.

Ren, Y., Xie, Y., Jiang, G., Fan, J., Yeung, J., Li, W., Tam, P. K. H., ,& Savill, J.
(2008). Apoptotic Cells Protect Mice against Lipopolysaccharide-Induced Shock. The
Journal of Immunology, 180(7), 4978-4985.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.180.7.4978

Roitt, 1., Brostoft, J., & Male, D. (2001). Immunology. London: Mosby.

Rieber, N., Brand, A., Hector, A., Graepler-Mainka, U., Ost, M., Schéfer, 1., et al.
(2013). Flagellin induces myeloid-derived suppressor cells: implications for

Pseudomonas aeruginosa Infection in Cystic Fibrosis Disease. J. Immunol. 190, 1276—
1284. doi: 10.4049/jimmunol.1202144

Rigby, C. E., & Fraser, A. D. (1989). Plasmid transfer and plasmid-mediated genetic
exchange in Brucella abortus. Canadian Journal of Veterinary Research = Revue
Canadienne de Recherche Veterinaire, 53(3), 326-330.

Risitano, A., Beaulieu, L. M., Vitseva, O., ,& Freedman, J. E. (2012). Trombosits and
trombosit-like particles mediate intercellular RNA transfer. Blood, 119(26), 6288—
6295. https://doi.org/10.1182/blood-2011-12-396440

Rodrigues, M., Fan, J., Lyon, C., Wan, M., & Hu, Y. (2018). Role of Extracellular
Vesicles in Viral and Bacterial Infections: Pathogenesis, Diagnostics, and
Therapeutics. Theranostics, 8(10), 2709-2721. https://doi.org/10.7150/thno.20576

Ruiz-Castafieda, M. (1954). Brucellosis, 2nd edn, Prensa Medica Mexicana, Mexico,
pp. 183-204

75



Russell, R. S., Ryans, K., Huang, M., Omosun, Y., Khan, M., Powell, M. D.,
Igietseme, J. U., ,& Eko, F. O. (2018). Chlamydia Infection-derived Exosomes Possess
Immunomodulatory  Properties Capable of Stimulating Dendritic Cell
Maturation. Journal of Advances in Medicine and Medical Research, 25(1), 1-15.
https://doi.org/10.9734/JAMMR/2018/38821

Saiz, M. L., Rocha-Perugini, V., & Sanchez-Madrid, F. (2018). Tetraspanins as
Organizers of Antigen-Presenting Cell Function. Frontiers in Immunology, 9, 1074.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01074

Salmeron, 1., Rodriguez-Zapata, M., Salmeron, O., Manzano, L., Vaquer, S., &
Alvarez-Mon, M. (1992). Impaired activity of natural killer cells in patients with acute
brucellosis. Clinical infectious diseases, 15(5), 764-770.

Saravi, M. A., Wright, P. F., Gregoret, R. J., & Gall, D. E. J. (1995). Comparative
performance of the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and conventional
assays in the diagnosis of bovine brucellosis in Argentina. Veterinary Immunology and

Immunopathology, 47(1-2), 93-99.

Satoskar, A. R., Stamm, L. M., Zhang, X., Okano, M., David, J. R., Terhorst, C., &
Wang, B. (1999). NK cell-deficient mice develop a Th1-like response but fail to mount
an efficient antigen-specific IgG2a antibody response. The Journal of
Immunology, 163(10), 5298-5302.

Schorey, J. S., Cheng, Y., Singh, P. P., & Smith, V. L. (2015). Exosomes and other
extracellular vesicles in host-pathogen interactions. EMBO reports, 16(1), 24-43.
https://doi.org/10.15252/embr.201439363

Seyman, D., Asik, Z., Sepin-Ozen, N., & Berk, H. (2015). Acute Brucellosis Following
Accidental Exposure to Brucella melitensis Rev 1 Vaccine. The West Indian Medical
Journal, 65(1), 216-218. https://doi.org/10.7727/wimj.2014.348

Shen, G., Krienke, S., Schiller, P., Nielen, A., Neu, S., Eckstein, V., Schiller, M.,
Lorenz, H. M., ,& Tykocinski, L. O. (2017). Microvesicles released by apoptotic
human neutrophils suppress proliferation and IL-2/IL-2 receptor expression of resting
T  helper cells. European  Journal of  Immunology, 47(5), 900-910.
https://doi.org/10.1002/¢ji.201546203

Shinozawa Y, Matsumoto T, Uchida K, Tsujimoto S, Iwakura Y, Yamaguchi K. 2002.
Role of interferon-gamma in inflammatory responses in murine respiratory infection
with Legionella ~ pneumophila. J  Med  Microbiol. 51:225-230.
https://doi.org/10.1099/0022-1317-51-3-225

Singh, P. P., Smith, V. L., Karakousis, P. C., ,& Schorey, J. S. (2012). Exosomes
isolated from mycobacteria-infected mice or cultured macrophages can recruit and
activate immune cells in vitro and in vivo. Journal of Immunology (Baltimore, Md. :

1950), 189(2), 777-785. https://doi.org/10.4049/jimmunol. 1103638

76



Skabytska, Y., Wolbing, F., Gunther, C., Koberle, M., Kaesler, S., Chen, K. M., et al.
(2014). Cutaneous innate immune sensing of Toll-like receptor 2-6 ligands suppresses

T cell immunity by inducing myeloid-derived suppressor cells. Immunity 41, 762-775.
doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.009

Skendros, P., & Boura, P. (2013). Immunity to brucellosis. Revue scientifique et
technique (International Office of Epizootics), 32(1), 137-147.
https://doi.org/10.20506/rst.32.1.2190

Skendros, P., Pappas, G., & Boura, P. (2011). Cell-mediated immunity in human
brucellosis. Microbes and Infection, 13(2), 134-142.
https://doi.org/10.1016/j.micinf.2010.10.015

Solera, J., Martinez-Alfaro, E., & Espinosa, A. (1997). Recognition and optimum
treatment of brucellosis. Drugs, 53(2), 245-256. https://doi.org/10.2165/00003495-
199753020-00005

Sézen TH. (1996), Bruselloz. In: Willke Topgu A, Séyletir G, Doganay M., Infeksiyon
Hastaliklari, Ankara Nobel Tip Kitapevleri, 486-491.

Starr, T., Ng, T. W., Wehrly, T. D., Knodler, L. A., & Celli, J. (2008). Brucella
intracellular replication requires trafficking through the late endosomal/lysosomal
compartment. 7raffic. https://doi.org/10.1111/].1600-0854.2008.00718.x

Street, J. M., Koritzinsky, E. H., Glispie, D. M., Star, R. A., & Yuen, P. S. (2017).
Urine Exosomes: An Emerging Trove of Biomarkers. Advances in Clinical
Chemistry, 78, 103—122. https://doi.org/10.1016/bs.acc.2016.07.003

Stimerkan B. (2008). Brucella Tirleri. In: Willke Topgu A, Soyletir G, Doganay M,
Eds. Infeksiyon Hastaliklart ve Mikrobiyolojisi. 3. Baski, Ankara: Nobel Tip
Kitabevleri,2237-2243

T.C. Saghk Bakanligi, (2015). Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 Brusellozun
Mikrobiyolojik Tanisi.

T.C. Saglik Baknaligi Halk Saghgi Genel Mudurlugu, Zoonotik ve Vektorel
Hastaliklar Dairesi Baskanlig1 (2017). Bruselloz Istatistik verileri. Halk Saglhigi Genel
Mudurlugu, Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Dairesi Baskanligi.

Tafelmeier, M., Fischer, A., Orso, E., Konovalova, T., Bottcher, A., Liebisch, G.,
Matysik, S., ,& Schmitz, G. (2017). Mildly oxidized HDL decrease agonist-induced
trombosit aggregation and release of pro-coagulant trombosit extracellular
vesicles. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 169, 176—188.
https://doi.org/10.1016/5.jsbmb.2016.05.003

Thery, C. (2011). Exosomes: secreted vesicles and intercellular communications.
F1000 Biol Rep, 3, 15. https://doi.org/10.3410/B3-15

Thurlow, L. R., Hanke, M. L., Fritz, T., Angle, A., Aldrich, A., Williams, S. H., et al.
(2011). Staphylococcus aureus biofilms prevent macrophage phagocytosis and

77



attenuate  inflammation in vivo. J.  Immunol. 186, 6585-6596. doi:
10.4049/jimmunol.1002794

Tian, G., Zhan, Z., Zhang, A., Zhao, H., Xia, X., He, Z., ... & Jiang, H. (2019). A case
report on mother-to-child transmission of Brucella in human, China. BMC Infectious
Diseases, 19(1), 1-4.

Trajkovic, K., Hsu, C., Chiantia, S., Rajendran, L., Wenzel, D., Wieland, F., Schwille,
P., Briigger, B., & Simons, M. (2008). Ceramide triggers budding of exosome vesicles
into multivesicular endosomes. Science (New York, N.Y.), 319(5867), 1244-1247.
https://doi.org/10.1126/science.1153124

Tung, K. H., Ernstoff, M. S., Allen, C., & Shu, S. (2019). A Review of Exosomes and
their  Role in The  Tumor  Microenvironment and  Host-Tumor
"Macroenvironment". Journal of  Immunological Sciences, 3(1), 4-8.
https://doi.org/10.29245/2578-3009/2019/1.1165

Verger, J. M., Grayon, M., Tibor, A., Wansard, V., Letesson, J. J., & Cloeckaert, A.
(1998). Differentiation of Brucella melitensis, B. ovis and B. suis biovar 2 strains by
use of membrane protein-or cytoplasmic protein-specific gene probes. Research in
microbiology, 149(7), 509-517.

Vlassov, A. V., Magdaleno, S., Setterquist, R., & Conrad, R. (2012). Exosomes:
current knowledge of their composition, biological functions, and diagnostic and
therapeutic  potentials. Biochimica et biophysica acta, 1820(7), 940-948.
https://doi.org/10.1016/].bbagen.2012.03.017

Von Loewenich, F. D., Scorpio, D. G., Reischl, U., Dumler, J. S., & Bogdan, C.
(2004). Frontline: Control of Anaplasma phagocytophilum, an obligate intracellular
pathogen, in the absence of inducible nitric oxide synthase, phagocyte NADPH
oxidase, tumor necrosis factor, Toll-like receptor (TLR) 2 and TLR4, or the TLR
adaptor molecule MyD88. European Journal of Immunology, 34(7), 1789-1797.

Wang, X. H., & Jiang, H. (2020). Zhonghua liu xing bing xue za zhi = Global
prevalence of human brucellosis, 41(10), 1717-1722.
https://doi.org/10.3760/cma.j.cn112338-20191022-00751

Wang, Y., Tian, J., Tang, X., Rui, K., Tian, X., Ma, J., Ma, B., Xu, H., Lu, L., ,&
Wang, S. (2016). Exosomes released by granulocytic myeloid-derived suppressor cells
attenuate  DSS-induced colitis in  mice. Oncotarget, 7(13), 15356—15368.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.7324

Wang, Y., Zhang, Y., Cai, G., & Li, Q. (2020). Exosomes as Actively Targeted
Nanocarriers for Cancer Therapy. International Journal of Nanomedicine, 15, 4257—
4273. https://doi.org/10.2147/1JN.S239548

Watarai, M. (2004). Interaction between Brucella abortus and cellular prion protein in
lipid raft microdomains. Microbes and Infection, 6(1), 93-100.

78



Webb, J. L., & Webb, A. M. (1948). A first record of Brucella abortus (Bang) in the
cattle of Mauritius; and data on the possible occurrence locally of undulant fever in
man. The Journal of Hygiene, 46(4), 419-421.
https://doi.org/10.1017/s0022172400036585

WHO (1998). The development of new/Improved brucellosis vaccines. Report of a
WHO meeting. Geneva, Switzerland 11-12 Dec 1997.

Winn, W. C., & Koneman, E. W. (2006). Koneman's Color Atlas and Textbook of
Diagnostic Microbiology. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins.

Wolf P. (1967). The nature and significance of platelet products in human
plasma. British Journal of Haematology, 13(3), 269-288.
https://doi.org/10.1111/5.1365-2141.1967.tb08741.x

Wyatt H. V. (2013). Lessons from the history of brucellosis. Revue scientifique et
technique (International Office of Epizootics), 32(1), 17-25.
https://doi.org/10.20506/rst.32.1.2181

Xavier, M.N., Costa, E.A., Paixdo, T.A., & Santos, R. (2009). The genus Brucella and
clinical manifestations of brucellosis. Ciencia Rural, 39, 2252-2260.

Yayli, G. (2003). Brusellozun Laboratuvar Tamisinda Sorunlar. XII. Tiirk Klinik
Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Kongresi, Istanbul, 211-3.

Yi, J., Wang, Y., Zhang, H., Deng, X., Xi, J., Li, H., ...Chen, C. (2021). Interferon-
Inducible Transmembrane Protein 3-Containing Exosome as a New Carrier for the

Cell-to-Cell Transmission of Anti-Brucella Activity. Frontiers in Veterinary
Science, 8, 642968. https://doi.org/10.3389/fvets.2021.642968

Young, E. J., Borchert, M., Kretzer, F. L., & Musher, D. M. (1985). Phagocytosis and
killing of Brucella by human polymorphonuclear leukocytes. Journal of Infectious
Diseases, 151(4), 682-690.

Yumuk, Z., & O'Callaghan, D. (2012). Brucellosis in Turkey -- an overview. Int J
Infect Dis, 16(4), €228-235. https://doi.org/10.1016/].ijid.2011.12.011

Zaborowski, M. P., Balaj, L., Breakefield, X. O., & Lai, C. P. (2015). Extracellular
Vesicles: Composition, Biological Relevance, and Methods of
Study. Bioscience, 65(8), 783—797. https://doi.org/10.1093/biosci/biv084

Zhan, Y., Yang,J. and Cheers, C. Cytokine response of T-cell subsets from Brucella
abortus infected mice to soluble Brucella proteins .Infect. Immun. 1993 b ; 61 : 2841
—2847.

Zhan, Y. 1. F. A. N., & Cheers, C. H. R. I. S. T. I. N. A. (1993). Endogenous gamma
interferon mediates resistance to Brucella abortus infection. Infection and
Immunity, 61(11), 4899.

79



Zhang, H. G., Liu, C., Su, K., Yu, S., Zhang, L., Zhang, S., ...Kimberly, R. P. (2006).
A membrane form of TNF-alpha presented by exosomes delays T cell activation-
induced cell death. Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950), 176(12), 7385—
7393. https://doi.org/10.4049/jimmunol.176.12.7385

Zhang, W., Jiang, X., Bao, J., Wang, Y., Liu, H., & Tang, L. (2018). Exosomes in
Pathogen Infections: A Bridge to Deliver Molecules and Link Functions. Frontiers in
Immunology, 9, 90. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00090

Zhang, Y., Liu, Y., Liu, H., & Tang, W. H. (2019). Exosomes: biogenesis, biologic
function and clinical potential. Cell & Bioscience, 9(1), NA.

Zhao, Y., Wu, T., Shao, S., Shi, B., ,& Zhao, Y. (2015). Phenotype, development, and
biological function of myeloid-derived suppressor cells. Oncoimmunology, 5(2),
€1004983. https://doi.org/10.1080/2162402X.2015.1004983

Zhu, D., Tian, J., Wu, X., Li, M., Tang, X., Rui, K., ...Wang, S. (2019). G-MDSC-
derived exosomes attenuate collagen-induced arthritis by impairing Th1 and Th17 cell

responses. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease,
1865(12), 165540. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2019.165540

80



7. SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrad derece

pm: Mikrometre

AHO: Akan Hiicre Olcer

ASH: Antijen Sunan Hiicre

BCA: Bikinkoninik Asit Yontemi

BCG: Bacillus Calmette-Guérin

BCYV: Brucella-Containing Vacuole

BSA: Sigir Serum Albumini

BvfA: Brucella viriilans faktorii A

BvrR: Brucella viriilans iligkili diizenleyici sistem

BvrS: Bruecella viriilans iliskili sensor sistem

c-ELISA: Kompetitif Enzim Bagli Immiinosorbent Analizi
CGT: Kompleman Fiksasyon Testi

CO2: Karbondioksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzim bagli immiinosorbent analizi

ER: Endoplazmik retikulum

ESCRT: Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
EV: Ekstraselliiler vezikiil

fMLP: N-formilmetiyonil-16sil-fenilalanin

FPA: Floresan Polarizasyon Testi

G-MDSC: Graniilositik Miyeloid Kdkenli Siipressor Hiicreler
GPO: Glikozilfosfatidilinositol

GTPaz: Guanozintrifosfataz

HSGM: Halk Saglig1 Genel Midiirliigi

HSP: Is1 Sok Proteini

IEC: Bagirsak Epitel Hiicresi

IFITM3: Anti-Interferon-Endiiklenebilir-Transmembran Protein 3
IFN-y: Interferon gama

Ig: immiinoglobiilin

LAMP: Loop-mediated Isothermal Amplification
LAMP-1: Lizozom ile {liskili Membran Proteini 1

LPS: Lipopolisakkarit

MDSC: Miyeloid Kokenli Siipressor Hiicreler

MHC: Maj6r Histokompabilite Kompleksi

miRNA: Mikro Ribontikleikasit

ml: Mililitre

MLVA: Multilocus Variable Number Tandem Repeat Analysis
M-MDSC: Monositik Miyeloid Kokenli Siipressor Hiicreler
MO: Milattan 6nce

MV: Mikrovezikiil

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

NK: Dogal o6ldiirticii hiicre

NKT: Dogal Oldiiriicii T hiicre

Omp25: Outer-membrane protein 25
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P-EV: Trombosit kdkenli ekstraselliiler vezikiil
PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RFLP: Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi
RGPT: Rose Bengal Lam Testi

R-LPS: Rough liposakkarit

RNA: Riboniikleikasit

SAT: Serum Tiip Aglutinasyon Testi

SEM: Scanning Electron Microscope

S-LPS: Smooth lipopolisakkarit

SPOT: Lam Agliitinasyon Testi

Th: T helper (yardimci T hiicre)

Th1: Yardimci T hiicre 1

THSK: Tirkiye Halk Sagligi Kurumu

TNF-0: Tiimor nekroz faktor-alfa

Treg: T regiilator hiicre

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

vo T: Gamma-delta T hiicre

ul: Mikrolitre
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