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TURKCE OZET

Brucella fagositik hiicrelerde 06zellikle makrofajlarda kendini saklayabilme
yetenegine sahiptir. Hiicre igerisindeki eksozom ve bakteriyel membran vezikiilleri
olusumu enfeksiyon sirasinda immiin tepkileri azaltabilir ya da indiikleyebilir. Bu gibi
sebepler kronik bruselloza sebep olmaktadir.

Calismamiz kapsaminda THP-1 monositik hiicre hatti canli Brucella suslarina ve
inaktive edilmis Brucella melitensis ve Brucella abortus’a maruz birakilacaktir.
Buradaki ama¢ makrofaj hiicrelerinde gergeklesen enfeksiyonda hiicrenin salgiladigi
mediyatorleri, membran vezikiilleri (MV) ve hiicre dis1 vezikiillerini (EV) farkh
tekniklerle analiz edebilmektir. Yapilan c¢aligmalar bruselloza, immiin hiicrelerin
verdikleri tepkileri anlamamiza yardimci olacaktir. Elde edilen sonuglar Brucella
enfeksiyonu ile ilgili literatiirde eksik olan bilgilerin tamamlanmasina katki
saglayacaktir. Kronik hastaligin ilerlemesinde vezikiillerin 6énemi diislintildiigiinde
bakteriyel membran vezikiilleri ve eksozomlarin immiinolojik etki ile incelenmesi
onemli hale gelmektedir. Son zamanlarda enfeksiyon hastaliklarinda eksozomlarin ve
membran vezikiillerinin rolii dikkat ¢ekmeye baslamistir. Bu nedenle projenin
ilerleyen asamasinda elde edilen eksozomlar ile yeni bir kosul olusturulmustur. THP-
1 hiicreleri bakteriyel eksozomlara maruz birakilarak c¢esitli yiizey belirtecleri analiz
edilmistir. Ayn1 zamanda bakteriyel membran vezikiilleri ve eksozomlarin
karakterizasyonu yapilmistir. Calisma kapsaminda THP-1 makrofaj hiicre hattinin
Brucella ve Brucella membran vezikiilleri arasinda immiinolojik etkileri hem hiicresel
hem de eksozomal temelde incelenmistir.

Sonug¢ olarak THP-1 monositik hiicrelerinde Brucella tiirlerinin CD80, CD86,
HLA-DR, CD163 CD169 ve CD206 yiizey belirtecleri analiz edilmistir. Canli
Brucella tiirleri ile enfekte olan, inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarina maruz
kalan ve canli Brucella OMV’lerine maruz kalan hiicrelerde CD80 ve CD86
seviyelerinde artis gozlemlenmistir. G6zlemlenen bakteri kaynakli artiglarla eksozom
ve OMV yapilariin da yiizey belirte¢lerinde anlamli bir artis sergiledigi fakat bu
artisin direkt bakteri kaynaklik artigsa oranla genel olarak daha az oldugu gosterilmistir.
Ayn1 zamanda hiicrelerin ROS ve NO seviyelerinde bir azalma oldugu belirtilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enfeksiyon hastaliklari, Brucella, makrofaj, THP-1 hiicre hatti
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INGILIiZCE OZET

CHARACTERIZATION OF EXOSOMES ORIGINATING FROM
MACROPHAGES INFECTED WITH BRUCELLA OR EXPOSED TO
INACTIVE BRUCELLA AND EXAMINING ITS EFFECT ON
MACROPHAGE POLARIZATION

Brucella has the ability to hide itself in phagocytic cells, especially macrophages.
The formation of exosomes and bacterial membrane vesicles within the cell can reduce
or induce immune responses during infection. Such reasons lead to chronic
brucellosis.

In our study, the THP-1 monocytic cell line will be exposed to live Brucella strains
and inactivated Brucella melitensis and Brucella abortus. The aim here is to analyze
the mediators, membrane vesicles (MV), and extracellular vesicles (EV) secreted by
macrophage cells during the infection using different techniques. The conducted
studies will help us understand the responses of immune cells to brucellosis. The
obtained results will contribute to filling the gaps in the literature regarding Brucella
infection. Considering the importance of vesicles in the progression of chronic
disease, the study of bacterial membrane vesicles and exosomes with immunological
effects becomes significant. Recently, the role of exosomes and membrane vesicles in
infectious diseases has begun to attract attention. Therefore, a new condition was
created in the later stages of the project with the exosomes obtained. THP-1 cells were
exposed to bacterial exosomes, and various surface markers were analyzed. At the
same time, the characterization of bacterial membrane vesicles and exosomes has been
conducted. Within the scope of the study, the immunological effects of the THP-1
macrophage cell line between Brucella and Brucella membrane vesicles were
examined on both cellular and exosomal bases.

In conclusion, the surface markers CD80, CD86, HLA-DR, CD163, CD169, and
CD206 of Brucella species were analyzed in THP-1 monocytic cells. In cells infected
with live Brucella species, exposed to inactive Brucella-derived THP-1 exosomes, and
exposed to live Brucella OMVs, an increase in CD80 and CD86 levels was observed.
It has been shown that with the observed bacterial-induced increases, the exosome and
OMV structures also exhibited a significant increase in surface markers, but this
increase was generally less than the direct bacterial-induced increase. At the same
time, a decrease in the ROS and NO levels of the cells has been noted.

Key words: Infectious diseases, Brucella, macrophage, THP-1 cell line
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1. GIRIS

Bruselloz insanlardan hayvanlara bulasabilen, zoonotik bir enfeksiyon
hastaligidir. Ozellikle koyun, sigir, keci, domuz ve kopeklerde bulunur. Hastalik
insanlar iizerinde ates, kas-eklem aglari, yorgunluk ve organ yetmezlikleri gibi
semptomlarla kendini gosterebilir. Brucella fagositik hiicrelerde  6zellikle
makrofajlarda kendini saklayabilme yetenegine sahiptir. Hiicre icerisindeki eksozom
ve bakteriyel membran vezikiilleri olusumu enfeksiyon sirasinda immiin tepkileri
azaltabilir ya da indiikleyebilir. Bu gibi sebepler kronik bruselloza sebep olmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda THP-1 monositik hiicre hatti, Brucella bakterilerinin
makrofaj polarizasyonuna etkisini anlamak i¢in kullanilmigtir. Bu kapsamda canli
Brucella melitensis ve Brucella abortus tiirleri kullanilmistir. Ayn1 zamanda bu iki tiir
inaktive edilerek de calismaya dahil edilmistir. Buradaki ama¢ monosit/makrofaj
hiicrelerinde gergeklesen enfeksiyonda hiicrenin salgiladigi mediyatdrleri, membran
vezikiillerini (MV) ve hiicre dis1 vezikiilleri (EV) farkli tekniklerle analiz edebilmektir.
Yapilan ¢aligmalar bruselloza, immiin hiicrelerin verdikleri tepkileri anlamamiza
yardimc1 olmustur. Elde edilen sonuclar Brucella enfeksiyonu ile ilgili literatiirde
eksik olan bilgilerin tamamlanmasina katki saglamistir.

Kronik hastaligin ilerlemesinde vezikiillerin 6nemi diisiiniildiiglinde bakteriyel
membran vezikiilleri, hiicre dis1 vezikiiller ve eksozomlarin immiinolojik etki ile
incelenmesi onemli hale gelmektedir. Son zamanlarda enfeksiyon hastaliklarinda
eksozomlarin rolii dikkat ¢ekmeye baglamistir. Bu nedenle Brucella enfeksiyonunu
anlamamiz agisindan farkli hiicre dis1 vezikiil formlari ile ¢alisilmistir. THP-1 monosit
hiicreleri bakteriyel eksozomlara maruz birakilarak gesitli mediyatorler, membran
vezikiilleri (MV) ve hiicre dis1 vezikiilleri (EV) analiz edilmistir. Caligma kapsaminda
THP-1 monositik hiicre hattinin Brucella ve Brucella vezikiilleri arasinda
immiinolojik (membran proteinleri) etki hem hiicresel hem de eksozomal temelde

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Brucella Tiirlerinin Tammmlanmasi ve Simiflandirilmasi

Brucella, hem oksijenli hem de oksijensiz olarak yasamini siirdiirebilen bir diger
anlamiyla fakiiltatif bir bakteri tiiriidiir. Brucella tiirlerinin neden oldugu zoonotik
(hayvanlardan insanlara gegebilen hastalik tiirleri) hastaliga bruselloz denmektedir.
Insan brusellozu Malta atesi ya da dalgali ates olarak da tanimlanmaktadir ve ilk olarak
1850’lerde Malta’da goriilmiistiir (Lai, Chen & Li, 2021). Diinya ¢apinda en yaygin
zoonozlardan biri olarak bilinmektedir (Oliveira, 2021). Brucella tiirleri her biri
konakgx tiirtine gore farkl sekilde kategorize edilebilen 6 tiir olarak ayrilmaktadir: B.
melitensis (koyun ve keciler), B. abortus (sigirlar), B. suis (domuzlar), B. ovis
(koyunlar), B. canis (kdpekler) ve B. neotomae (orman ¢6lii siganlart) (Qureshi ve ark.,
2023). Ayrica B. microti, B. inopinata, B. pappi, B. vulpis, B. ceti ve B. pinnipedialis
olarak bilinen atipik (normal veya klasik 6zellikler gostermeyen organizmalar) tiirleri
baridiran on iki tiir tanimlanmaktadir (Matle ve ark., 2021). B. melitensis, insanlar i¢in
en virlilan (bir mikroorganizmanin (bakteri, virlis, mantar, parazit) hastalik yapma
giicli) bakteridir. Brucella abortus i¢in tanimlanmig 8 farkli biyovar (ayni tiir i¢inde
bulunan biyokimyasal, fizyolojik veya genetik 6zellikler bakimindan farkl: alt gruplari
ifade eden bir siniflandirma) bulunmaktadir. Bu biyovarlar 1-7 ve 9 olarak
siiflandirilmaktadir. B. melitensis ise 3 farkli biyovara (1-3) sahiptir. Buna ek olarak
B. suis 5 biyovara (1-4 ve 5) ayrilmaktadir. Diger Brucella tiirleri ise biyovarlara
siiflandirilmamigtir. Bruselloz hastaliginin diinya ¢apindaki Brucella zoonotik tiirleri
B. abortus, B. melitensis, B. suis ve B. canis'tir (Matle ve ark., 2021).

Insanlarda ve Hayvanlarda Brucella Tiirleri Brusellozun Kiiresel Yayilimi ve
Bulas yollari: Bruselloz, diinya ¢apinda hem vahsi ve evcil hayvanlari hem de insanlar1
etkileyen zoonotik bir enfeksiyondur. Hayvanlar icin, bruselloz genellikle diisiik
yapma ve ayrica azalmis dogurganlik, kilo aliminin azalmasi ve siit tiretiminde diisiis
goriilmesi ile karakterize edilmektedir (Kurmanov ve ark., 2022). Insan brusellozu
cogunlukla 6liimciil degildir fakat viicutta ¢esitli sistemleri (kas-iskelet sistemi, iireme,
merkezi sinir sistemi vb.) onemli diizeyde etkileyerek sakatliklar dahil ciddi ve bazen
kalict hasarlara neden olabilmektedir (Matle ve ark., 2021). Bruselloz insanlar
tizerinde halsizlik, istahsizlik, sirt agrisi, bas agrisi, karin agris1 ve titreme gibi

genellikle yanlis tantya yol agabilecek spesifik olmayan belirtilere neden olmaktadir



(Pappas, Papadimitriou, Akritidis, Christou & Tsianos, 2006). Gebe kadin hastalar i¢in
cogunlukla gebelik doneminin ilk ii¢ ayinda diisiik meydana gelebilmektedir (Khan,
Mah & Memish, 2001). Ayn1 zamanda insanlarda yiiksek risk grubu olarak goriilen
gruplar: ciftciler, veteriner hekimler, mezbaha is¢ileri ve hayvanlarla ilgilenen diger
kisilerdir (Pappas ve ark., 2006). Buna ek olarak genel halk enfekte hayvanlardan
kaynaklanan kontamine, pastorize edilmemis ¢ig siit ve siit iirlinlerini tiiketilmesi
sebebiyle risk grubu olarak sayilmaktadir (Matle ve ark., 2021). Oncelikli endemik
alanlar Akdeniz bdlgesindeki orta ve diisiik gelirli tilkeler, Afrika’da, Asya’da, Arap
Yarimadasi’nda Orta ve Gliney Amerika’da bulunur ayn1 zamanda da 6nemli bolgesel
farkliliklar icerir (Lai ve ark., 2021). Bu endemik {ilkelerde, brusellozun yayginlik
degerleri 100.000'de 10'u ge¢mektedir (Chen ve ark., 2016). Diinya capinda
diistintildiglinde yarim milyonu gegen vaka sayisi olmasina ragmen, klinik belirtilerin
spesifik olmamas1 ve genis kapsamda olmas: yiiziinden ger¢ek sayinin ¢ok daha fazla
olabilecegi diisiintilmektedir (Godfroid ve ark., 2013).

Brucella’nm teshis edilmesi icin klinik muayene, biyolojik 6rnekler (kan, doku,
beyin-omurilik sivisi ve idrar) ile bakteri izolatlarinin elde edilmesi, mikroskopi,
biyokimyasal testler (fermentasyon testleri, katalaz, oksidaz ve {ireaz) ve serolojik
testleri (Rose Bengal testi, serum/lateks agliitinasyon testi, kompleman fiksasyon testi
ve enzim bagli immiinosorbent testi) gereklidir (Kurmanov ve ark., 2022; Araj, 2010;
Smirnova ve ark., 2013).

Bruselloz hastaliginin 6niine gegilebilmesi adina B. melitensis Rev.1, B. abortus
S19 ve B. abortus RB51 gibi zayiflatismis mutant Brucella tiirleri ile canh
zayiflatilmig asilar gelistirilmistir (Siadat, Salmani & Aghasadeghi, 2013; Kurmanov
ve ark., 2022). Gelistirilen zayiflatilmis canli asilarin ¢iftlik hayvanlari tizerindeki
bagisiklanmasi i¢in etkili olmasina ragmen, insanlar adma giivenilir olmadigi

ispatlanmistir (Potter, 2013; Kurmanov ve ark., 2022).

2.2. Brucella’nin Viriilans Faktorleri

Enfeksiyon sirasinda, patojenlerin dogustan gelen bagisiklik mekanizmalariyla
karsilagmasi, hastalik gelisimini kontrol etmek icin ilk inflamatuar yanitlar
indiiklemede c¢ok Onemlidir. Toll benzeri reseptdrler (TLR'ler) ve NOD benzeri

reseptorler (NLR'ler) gibi desen tanima reseptorleri, bakterilerdeki LPS, lipoproteinler



ve flagellin gibi patojenle iliskili molekiiler desenleri (PAMP'ler) tanimaktan
sorumludur (Lapaque ve ark., 2006). Brucella'daki c¢esitli viriilans faktorlerinin
varlig1, bu bakterilerin konakta hayatta kalmak ve kalici kronik bir hastalik olugturmak
icin dogustan gelen bagisiklik mekanizmalarindan kagmak i¢in aktif ve pasif stratejiler
gelistirmesine neden olmustur. Bu virlilans faktorlerinin tanimlanmasi, giiglii asilarin
gelistirilmesinde Onemli bir etkiye sahip olabilir. Ancak, insan brusellozundaki
rollerini gostermek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (Amjadi, Rafiei, Mardani,
Zafari, & Zarifian, 2019).

Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan LPS, Brucella i¢in 6nemli bir
viriilans  faktoridir. LPS, lipid A, oligosakkarit g¢ekirdegi ve O-antijeni
icerir. Brucella cinsinde lipid A, diger Enterobacteriaceae'lerden daha uzundur ve bu
da TLR-4 ile etkilesimin 6nemli 6l¢lide azalmasina ve daha az toksisiteye neden olur
(Lapaque ve ark., 2006). Brucella cinsi, LPS'nin O-antijenine dayanarak piiriizlii ve
plirlizsiiz tiirlere ayrilir. B. suis gibi piirlizsiiz suslar, lipit sallartyla etkilesime girerek
makrofajlarda fagozom-lizozom fiizyonunu engeller. LPS, a-defensin, NP-2 ve
laktoferrin gibi antimikrobiyal katyonik peptitlere ve nitrik oksit (NO)'ye kars1 direnci
artirir (Band, & Weiss, 2014), serbest radikaller ve lizozim (Porte, Naroeni, Ouahrani-
Bettache & Liautard, 2003). Endotoksik olmayan LPS'li Brucella, antimikrobiyal
saldirtya karsi dayanikhidir ve bagisiklik aracilarinin sentezini onler (Lapaque,
Moriyon, Moreno & Gorvel, 2005). Brucellann piiriizsiiz suglar1 konak hiicre
apoptozunu engeller ve konak¢inin bagisiklik tepkisinden kaginir (Bagiiés, Terraza,
Gross & Dornand, 2004) Bu nedenle, LPS hem konak hiicrelerine niifuz etmek hem
de bagisiklik sistemi tarafindan 6ldiiriilmeye karsi direng i¢in 6nemli bir bilesendir.
Ancak, Brucella suglarimin LPS'si diger enterik bakterilere kiyasla daha az toksiktir;
bu nedenle, tiimdr nekroz faktorii liretiminin giiglii bir indiikleyicisi degildir (Lapaque,
Moriyon, Moreno & Gorvel, 2005). LPS'nin lipid A'sindaki yag asidinin uzamasi LPS-
TLR4 etkilesimini 6nemli Olgiide azaltir (Hartigh, Rolén, Jong, & Tsolis, 2008).
BvrR/BvrS, Brucella'nin lizozomal yoldan yapigsmasinda, penetrasyonunda, istilasinda
ve kagisinda 6nemli rol oynayan diizenleyici bir sensor sistemdir. Ayrica bu sistem,
Omp25 ve Omp22 gibi hiicre ylizey proteinlerini kontrol eder (Manterola ve ark.,
2007).

VirB operonu, konak hiicre yapismasinda, i¢sellestirmede, hiicre i¢i tasinmasinda



ve replikasyonda rol alan Tip IV salgi sistemini (T4SS) kodlar. VirB operon
ekspresyonu, Brucella igeren vakuoliin asitlestirilmesinin ardindan indiiklenir. T4SS,
efektor molekiilleri tagtyarak ve pH'1 notralize ederek Brucella'nin replikasyon niginin
kurulmasin1 ve hiicre i¢i hayatta kalmasini saglar. T4SS eksikligi olan mutant
Brucella'nin in vivo fare modelindekalic1 enfeksiyon olusturma yeteneginin olmadigi
gosterilmistir (Arenas, Staskevich, Aballay & Mayorga, 2000).

VirJ, periplazmik bolgede lokalize olan hiicre i¢i replikasyonda yer alan bir
proteini kodlar. Bu protein, tip IV salgilamanin iki substratinda (SepA ve Bpel23)
onemli bir rol oynar. Ek olarak, VirB aygitinin merkezi bilesenleriyle bir kompleks
olusturabilir, bu nedenle VirJ bir salgilama platformunun pargasidir (Del Giudice ve
ark., 2016).

Siklik beta-1, 2 - glukanlar (CBG), Brucella'nin hiicre i¢i hayatta kalmasi igin
gerekli olan osmoregulasyonlu periplazmik glukanlardir. Bu glukanlar, konak hiicre
zarlarinda bulunan lipit salinda hareket eder ve lizozomlarla fiizyondan
kacinarak Brucella igeren vakuol olgunlagmasini diizenler (Arellano-Reynoso ve ark.,
2005).

Brucella ylizeyinde ifade edilen saperonin ailesinin bir iiyesi olan 1s1 soku proteini
60 (Hsp60), invazyon dncesinde makrofajlardaki PrPC adi verilen hiicresel bir prion'a
baglanir ve bu da konak hiicreye yapisma ve hiicre i¢i replikasyonla sonuglanir

(Watarai, Erdenebaatar, Makino, Horiuchi, Shirahata & Katamine, 2003).



Tablo 1. Brucella’nin viriilans faktorleri (Amjadi, Rafiei, Mardani, Zafari, & Zarifian, 2019 tiirk¢eye

gevrilmistir).

Viriilans faktorii

Eylem Sekli

Sonug

Katalaz (KAT)

H 2 O 2'in H2 O ve O 2'ye oksidasyonu

Bakterileri oksidanlara kars1 korumak

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksidin (O 2~ ) oksijene ve hidrojen peroksit

(H20 2) 'e doniismesini katalize eder

Endojen ROS'n detoksifiye etmek

ve Brucella'yr oksidatif oldiirmeden

korumak.

Ureaz (iire)

Ureyi hidrolize ederek karbonik asit ve iki

molekiil amonyak olusturmak.

pH"1 diisiirmek ve Brucella'nin yasamasi
i¢in asidik bir ortam saglamak.

Alkil hidroperoksit rediiktaz

(ahpC&D)

Brucella'da aerobik metabolizma sonucu ortaya

¢ikan H>0:2ve hidroperoksitlerin

detoksifikasyonu

Oksijen ve nitrojen oksidatif hasarina
kars1 koruma

Sitokrom oksidaz(cydDCAB)

Disiik oksijen gerginligine adaptasyonla iliskili
genleri ifade etmek, ROS iiretimini engellemek ve
hiicre i¢i bolmeyi detoksifiye etmek

Hiicre i¢i biyiime

Nitrik oksit rediiktaz (norD)

Denitrifikasyon i¢in dort enzim igerir: nitrat
rediiktaz (Nar), nitrik rediiktaz (Nir), nitrik oksit
rediiktaz (Nor) ve nitriis oksit rediiktaz (Nos)

Diisiik oksijen gerginligi altinda hayatta
kalma ve NO'yu detoksifiye etme

Brucella  virtilans  faktorii | Asit sokuna yanit olarak veya makrofajlar i¢inde | Giivenli bir hiicre i¢i nis saglamak.
A(bVfA) diizenlenmektedir.
Nramp 1 gen ik makrofaj ve dogustan gelen bagisiklik tepkisi | Hayatta kalma ve ¢ogalma

aktivasyonuna katilarak, makrofaj uygulamasinda
pleotropik etkiler olusturur, fagosomal pH'1 asidik
araliga dogru modiile ederek

2.3. Brusellozun Immiinopatogenezi

2.3.1. Immiinoregiilasyon bilesenlerinin merkezi rolii

Brucella'min gizli dogas1 biiylik oranda hiicre yiizeyindeki lipopolisakkaritin

(LPS) yapisina atfedilmistir (Barquero-Calvo ve ark., 2007). Lipit A kismindaki uzun

yag asidi molekiillerinin varligiin Brucella LPS'nin toksisitesini azalttig1 ve zayif bir

TLR4 agonisti olarak gorev yaparak bagisiklik tepkisini azalttigi gosterilmistir. Bu,

organizmanin konak hiicrenin minimal aktivasyonuyla enfekte etme kapasitesiyle

tutarlidir (Starr ve ark., 2012). Ancak, LPS'nin O-polisakkarit kismindan yoksun olan




pliriizlii Brucella tiirleri makrofaj hiicreleri i¢in sitotoksiktir. Piirlizlii ve piiriizsiiz
brusellalardan elde edilen lipit A'min karsilastirmali bir analizi yapilmamis
oldugundan, yag asitlerinin uzunlugunun degisecegini varsaymak i¢in bilimsel bir
neden yoktur. Dahasi, T4SS yoklugunda sitotoksik aktivitenin tamamen ortadan
kalkmasi, sitotoksik aktivitede sadece LPS'nin bir rolii olmadigini gosterir. Su anda en
basit agiklama Brucella LPS'nin zayif bir TLR4 agonisti olmasi, O-polisakkaritinin ise
organizmanin kagisinda etkili olmasidir. (Qin, Pei, Ancona, Shaw, Ficht & Figueiredo,
2008). Brucella LPS'nin zayif agonist aktivitesine ek olarak, organizma dogustan

gelen bagisiklik yanitini baskilayan yeni immiin diizenleyici faktorler ifade eder (Sekil

).

No stress

Sitoplazma

ER Stress

mRNA parcalanmast

BiP, TNFa, IL-1B, IL-6

ER Saperon
Sitokinleri

,,‘;\’

Cekirdek
Poliubikitinasyon

Sekil 1. Brusellozun immiinopatogenezi sematik gosterimi. (Brucella yiizeyindeki mavi ¢ikintilar LPS,
Brucella TIRigeren proteinler BtpA ve BtpB kirmizi kareler, MyD88 baglanmas1 mavi kareler, ER
molekiiler saperonu yesil kareler, IkBa kahverengi, dolu oklar Brucella aracili aktivasyonu, noktalt
oklar Brucella aracili inhibisyonu gosterir.) ER, endoplazmik retikulum; IkBa, kB protein o inhibitorti;
Ik, IxB kinaz; IREI, inozitol gerektiren enzim 1; LPS, lipopolisakkarit; MAL, MyD88-adaptor
benzeri; MYd88, miyeloid farklilasma yanit geni 88; T4SS, tip IV salgilama sistemi; TIRAP, Toll-IL-
1 reseptdr alani igeren adaptdr protein; TLR4, Toll benzeri reseptor 4; TNF-a, timor nekroz faktorii o;
UPR, katlanmamus protein yaniti; XBP1, X-box baglayici protein 1 (Figueiredo, Ficht, Rice-Ficht,
Rossetti & Adams, 2015 tlirkgeye ¢evrilmistir).

Brucella hem proinflamatuar bagisiklik tepkisini hem baglatir. Hem de inhibe
eder. Enfeksiyon sirasinda TLR4 sinyallemesi, LPS'nin toksisitesini azaltan uzun yag

asidi zincirlerinin varli1 ve Brucella TIR igeren proteinler, BtpA ve BtpB ile MyD88



baglanmas1 yoluyla agag1 akis IKK fosforilasyonunu bloke ederek kisitlar ve bu da
MAL'nin politibikitinasyonunun ve bozunmasinin artmasina neden olur (Jong ve ark.,
2013). Ancak, T4SS efektorii VceC, XBPl'in mRNA eklemesini ve UPR
aktivasyonunu tesvik etmek i¢in IRE1'i serbest birakmak ve fosforlamak iizere bir ER
molekiiler saperonu olan BiP ile etkilesim yoluyla dogustan gelen bagisiklik tepkisini
uyarir. IREl fosforilasyonu ayrica IkBa ile kompleksten NF-xB'nin serbest
birakilmasi yoluyla proinflamatuar tepkiyi arttirir. Bu iki yol arasindaki kritik ayrim,
aktivasyon zamanlamasindadir. Konak¢inin erken veya MyD88 aracili yanitini inhibe
etmek, replikatif bir nigin edinilmesini desteklerken, gecikmis T4SS aracili VceC
efektor (VjbR kontrollii ekspresyon) yaniti brusellanin yayilmasini artirabilir (Viadas,
Rodriguez, Sangari, Gorvel, Garcia-Lobo & Lopez-Goni, 2010).

2.3.2. Brucella'ya kars1 koruyucu bagisiklik

Brucella'ya kars1 T yardimcei hiicre tipi 1 (Th1) yanitinin 6nemi ¢ok sayida ¢alisma
tarafindan desteklenmektedir (Arenas-Gamboa, Rice-Ficht, Fan, Kahl-McDonagh &
Ficht, 2012). Dogal 6ldiirticii hiicreler bazi konaklarda énemli rol oynar, ancak fare
modelinde rollerinin minimal oldugu gosterilmistir (Fernandes, Benson & Baldwin,
1995).

Sitokinler, hem dogustan hem de edinilmis bagisiklik tepkilerini aracilik ederek
bruselloza kars1 korumada 6nemli oyunculardir. B hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
iretilen IL-12, Th1l yanitina ve makrofajlar1 aktive eden interferon-y indiiksiyonuna
yol acar. Interferon-y'nin aktivitesi, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan
iiretilen tiimor nekroz faktorii-a tarafindan en iist diizeye ¢ikarilir. Raporlar ayrica, IL-
I'e bagl koloni uyaric1 faktor indiiksiyonunun, nétrofil ve makrofajlarin dalaga
infiltrasyonunu artirdigini géstermektedir (Doyle, Halliday, Barnett, Dunn & Hume,
1992). Bu durum, T hiicreleri tarafindan iretilen IL-6nin roliinii de agiklayabilir.
Enfekte konakgilarin dalak hiicreleri, Th1 yanitiyla tutarli olarak, IL-2, interferon-y ve
IL-10 i¢in daha yliksek mRNA seviyeleri ve IL-4 i¢in daha diisiik mRNA seviyeleri
ifade eder.

Enfeksiyonda daha sonra gozlemlenen artan IL-10, Brucellanin koruyucu Thl
yanitinin ~ baskilanmasindan  kaynaklanan bagisiklik gdzetiminden kagimma

kapasitesini destekleyebilir (Zaitseva ve ark., 1995). Ilging bir sekilde, benzer Brucella



suslarina kars1 hiicresel ve humoral bagisiklik tepkileri duyarli konakgilar arasinda
onemli Ol¢lide farklilik gostermektedir. Brucella immiinobiyolojisinin bu kafa
karigtirict yonii, yonetilebilir model hayvan sistemlerinde bagisiklik korumasinin
giivenilir korelasyonlarinin belirlenmesinde 6nemli zorluklar ortaya ¢ikarmistir

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

2.4. Hiicresel Enfeksiyon Mekanizmasi

Brucella konak hiicreleri istila edebilen ve enfekte ettigi hiicrede yasamini
stirdiirebilen ayn1 zamanda kronik enfeksiyonlara yol agan gram-negatif fakiiltatif bir
hiicre i¢i bakteri tipidir (Erkyihun, Gari & Kassa, 2022; Kurmanov ve ark., 2022).
Brucella tiirleri arasinda insanlar i¢in zararli olan tiirler B. suis, B. abortus ve B.
melitensis’tir (Olsen & Palmer, 2014). Bruselloz genel olarak ii¢ belirgin faza
ayrilmaktadir: klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan onceki kulucka fazi (enfeksiyondan
sonraki 2 giin olarak ifade edilebilir), patojenin konak dokusunda yayildig: akut faz
(enfeksiyon sonrasindaki 2 giin ile 3 hafta igerisinde) ve son olarak ciddi organ
hasarma ayn1 zamanda konak organizmanin dliimiine yol agabilen kronik faz (6 ay ila
1 yil arasinda veya daha fazla) (Grill6, Blasco, Gorvel, Moriyon & Moreno, 2012).
Genellikle, dogal bagisikligin kulugka doneminde yiiksek oranda aktive olmadigi
diistiniilmektedir. Bu, Brucella'nin retikiiloendotelyal sistem (tek ¢ekirdekli fagositik
sistem/mononiikleer fagositik sistem) boyunca yayilmasina ve fagositler i¢inde bir
replikasyon mekanizmasi kurmasina olanak tanir (Martirosyan, Moreno, & Gorvel,
2011). Brucella enfeksiyonunun erken fazinda Brucella, kompleman sistemin zor
aktive olmasini saglar ve sitokin seviylerini minimum diizeyde indiikler. Enfekte olan
bolgede pro-inflamatuar hiicrelerin alimi1 zayif olmaktadir (Barquero-Calvo ve ark.,
2007).

Brucella, klasik yolakla kompleman sistemini veya graniilositleri zorla aktive
ettiginden, ¢ok az doku hasarina neden olur ve 16kositoz, artmis notrofil sayisi ve
azalmig trombositler gibi belirgin kan degisikliklerine yol agmaz, inkiibasyon
doneminde koagiilasyon (pihtilasma) lezyonlar1 nadiren goriiliir (Barquero-Calvo ve
ark., 2007). Enfeksiyon, kulugka doneminden sonra giiglii adaptif bagisiklig1 ortaya
cikarmaktadir. Hayvanlar tizerinde kiirtaj ve kisirlik meydana gelirken, insanlar

izerinde yiiksek ya da dalgali ates gibi belirgin klinik semptomlar gozlemlenmektedir.



Enfeksiyon akut faza gectiginde ise Brucella, dendritik hiicrelerde (DH) ve
makrofajlarda aktif olarak ¢ogalmaya baslar. Brucella enfeksiyonunun ayirt edici
yanlarindan biri, enfekte olan dendritik hiicreler (DH) ve makrofajlar tarafindan
iiretilen sitokin ve kemokin diizeylerinin uzun siireli ve diigik olmasidir. Ayni
zamanda polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerden salgilanan proinflamatuar sitokinlerin
iiretimlerinin diisiik olmas1 ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin (NK) aktivasyonlariin diistik
olmasidir (Guo ve ark., 2023).

Brucella bakterilerine karsi ilk savunma hatt1 olarak; polimorfoniikleer (PMN)
hiicreler, dendritik hiicreler, makrofajlar, dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK), kemokinler,
orlintii tanima reseptdrleri (PRR) ve kompleman sistemin fagositoz etkisi harekete
gecmektedir (Diacovich, & Gorvel, 2010; Jiao ve ark., 2021). Brucella enfeksiyonun
oncelikli hedef hiicreleri enfeksiyonun ilk asamasinda makrofajlar, trofoblastik
hiicreler (TE) ve diger fagositik hiicrelerdir (Xiao ve ark., 2022). Bu hiicreler Brucella
bakterisi i¢in sadece ¢ogalma ve hayatta kalma acisindan degil, ayn1 zamanda diger
organ sistemlerini enfekte edebilmek i¢in bir aragtir. Makrofajlar hiicre i¢i patojenlerin
kontrolii ve temizlenmesinde dnemli rol oynayan fagositik hiicrelerdir. Bu hiicreler
sadece patojenleri 6ldliirmek ve dogal bagisikligi gerceklestirmekle kalmaz, ayni
zamanda adaptif bagisiklig1 baslatmakta yardimcet olur. Bu sirada IL-1, IL-6 ve IFN-
v gibi salgilanan sitokinler bagisiklik sisteminin tepkisini diizenleyerek daha fazla
makrofajin ve lenfositin aktive olmasini saglayarak bagisiklik tepkisini diizenlemede
rol oynarlar (Weiss & Schaible, 2015). Makrofajlar, viicudu istila eden Brucellanin
cogunu ortadan kaldirabilir. Bununla birlikte, Brucellamin bagisiklik sisteminden
kacabilen ve konak¢inin istila etmek, hayatta kalmak ve liremek i¢in makrofajlar
kullanabilen kii¢iik bir kism1 da bulunmaktadir.

Monositler/makrofajlar, patojenlere karst immiin yanitlarda Onemli rol
oynamaktadirlar. Kemik iliginden ¢iktiktan sonra monositler farkli dokulara goc
ederek ¢ok cesitli fenotipik ayni zamanda fonksiyonel oOzellikler sergileyen
makrofajlara farklilagabilirler. Temel olarak iki makrofaj tipi tanimlanmaktadir: klasik
makrofajlar (veya M1; CD14++ CD16-) ve alternatif makrofajlar (veya M2; CD14+
CDI16++). Monosit ve makrofajlar Brucella enfeksiyonunda merkezi bir rol
oynamaktadirlar. B.abortus monositlerde ve makrofajlarda hiicre i¢i olarak yagsamini

stirdiirebilen bir patojendir (Serafino ve ark., 2022).
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Ote yandan makrofajlar klasik (M1), alternatif (M2) veya diger daha az
tanimlanmis profillere ayrilabilmektedirler.  Farkli ozelliklere gore makrofaj
fenotipleri, immiin yanitlarda bir¢ok role sahiptir. M1 makrofajlart iirettikleri
sitokinler tarafinda proinflamatuar bir role sahiptir. Ancak dort alt tipe ayrilan M2
makrofajlarin birgok rolii bulunmaktadir. Ornegin M2a makrofajlar1 parazit 6ldiirmede
onemli bir rol oynar, M2b makrofajlar1 bagisiklik sistemi diizenleyicileri olarak islev
gormektediri M2c makrofajlart yara iyilesme siirecine yardimer olmaktadir ve M2d
makrofajlar1 pro-anjiyojenik bir role sahiptir. Makrofaj polarizasyonu, makrofaj
fenotiplerinin mikrogevrelerinden gelen sinyallere maruz kalma tepkilerindeki
degisikliklerdir Klasik olarak aktive edilmis makrofajlar (M1) ve alternatif olarak
aktive edilmis makrofajlar (M2) olan makrofajlarin iki ana polarizasyon fenotipi
biiylik dl¢iide karakterize edilmistir (Gharavi, Hanjani, Movahed, & Doroudian, 2022;
Yasin, Idrus, Hoe, & Yvonne-Tee, 2022).

Enfeksiyonun erken seyrinde, patojenlere karsi ilk savunma hatti olarak
makrofajlar, toll benzeri reseptdr 2 (TLR2) veya toll benzeri reseptdr 4 (TLR4) ve
niikleotit-benzeri reseptorler gibi oriintli tanima reseptorlerinin (PRR'ler) ekspresyonu
ile istilact mikroplar1 taniyabilir ve bunlara hizla yanit verebilir. Gram negatif
bakteriyel enfeksiyonlara karst artan duyarlilik gosteren baglayici oligomerizasyon
alan1 (NOD) benzeri reseptorlerdir (NLR'ler). Daha sonra makrofajlar, interlokin-6
(IL-6), IL-1B, timor nekroz faktorii-o (TNF-a) gibi enflamasyonla iligkili sitokinleri
ve C—C motifli kemokin 2 (CCL2) gibi kemokinleri salgilamak tizere aktive edilir.
CCL5, istilact mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak i¢in daha fazla makrofaj ve
notrofilleri bolgeye toplar (Murray, 2017).

M1-polarize makrofajlarda CD80 ve CD86 yiizey belirteci olarak ifade edilir.
Ayrica makrofajlarda iNOS (NO sentaz 2, NOS2 olarak da adlandirilir), savunma
sisteminde 6nemli bir haberci ve efektor molekiil olan NO sentezlemek igin indiiklenir
(Barley ve ark., 2022; Qu, Zhu, & Zhang, 2022). M2 polarize makrofajlar, diisiik
fagositik ve bakteriyel 6ldiirme kabiliyetine sahip bir anti-enflamatuar fenotip olarak
bilinir ve bunlar genellikle doku hasarini 6nlemek i¢in bakteriyel enfeksiyonlarin
sonraki seyrinde one ¢ikar. M2 makrofajlar, IL-10, transforme biiylime faktorii-beta
(TGF-B) ve Arginaz-1 (Arg-1) gibi anti-enflamatuar sitokin aracilarinin fonksiyonel
ekspresyonunun yani sira alternatif aktivasyon belirtecleri CD206, CD163 ile
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karakterize edilir (Qu ve ark., 2022; Arti, Guerfali, & Laouini, 2018). Makrofajlarin
diisiik bakterisidal yetenege sahip spesifik M2 fenotipinin, bakteriyel patojenlerin
hayatta kalmak icin bagisikliktan kacisina da faydali oldugu disiiniilmektedir (Qu ve
ark., 2022) (Sekil 2). Makrofajlarin, bakteriyel enfeksiyon ve bakteriyel bilesenlerin
zaman ve dozuna ve ayrica farkli sitokinler gibi yerel ¢evresel uyaranlara bagli olarak
proinflamatuar M1 fenotipi veya antiinflamatuar M2 fenotipinin dinamik bir

dengesinde tutuldugu tahmin edilmektedir.

M1 Makrofaj § M2 Makrofaj
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Tumor olugsumu ve ilerlemesi

Sekil 2. M1 ve M2 makrofaj fenotipleri (Roa-Vidal, Rodriguez-Aponte, Lasalde-Dominicci, Capo-
Vélez, & Delgado-Vélez, 2023 tiirk¢eye gevrilmistir).

CD163 yiizey belirteci iizerinden bakildiginda, bu belirteg bir transmembran
proteindir ve monosit/makrofaj hiicrelerinin ylizeylerinde sergilenmektedir.
Hemoglobin-haptoglobin komplekslerinin ortadan kaldirimasinda 6nemli gorevler
iistlenen reseptorlerdir. Ayn1 zamanda M2 makrofaj tiirlerinin bir belirtecidir. Anti-
inflamatuar sitokinler CD163 seviyelerini arttirirken pro-inflamatuar IFN-y gibi
sitokinler CD163 ifadesini baskilamaktadirlar (Jacho ve ark., 2024).

M2 makrofaj grubunun bir diger belirteci CD206’dir ve bir transmembran
reseptoriidiir. C-tip lektin ailesine ait bir proteindir. Diger makrofajlarda oldugu gibi

patojenlerin taninmasi, patojenlerin fagosite edilmesi ve patojenlerin eliminasyonu ile
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iligkilidirler. M1 tip makrofaj gruplarinda diisiik seviyede ya da hi¢ ekspresyon
gostermemektedirler. IL-13 ve IL-4 gibi sitokinler ile indiiklenirler (Martinez, &
Gordon, 2014). CD169 yiizey belirteci Siglec-1 olarak da isimlendirilmektedir. immiin
hiicreler arasindaki etkilesim mekanizmalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Macauley,

Crocker, & Paulson, 2014).

2.5. Iimmiin Sistem ve Brucella Etkilesimi

Immiin sistem, dogustan (spesifik olmayan) ve edinilmis (spesifik) bagisiklik
yanitlar1 olarak iki ana kisimdan olusur. Dogustan bagisiklik, patojenlere hizli ve genel
bir sekilde tepki verirken, edinilmis bagisiklik daha yavas calisip uzun émiirlii immiin
hafiza olusturur. Dogustan bagisiklik sistemi, enfeksiyon ya da yaralanma
bolgesindeki hiicreleri yonlendirebilecegi gibi, antijenleri lenfoid dokuya tagiyarak
spesifik yanitlar1 tetikleyip adaptif bagisiklik hiicrelerini aktive eder. (Li T., 2022;
Zhong, Tien, Shu & 20006).

Bagisiklik sisteminin, dogustan (spesifik olmayan) yaniti: Patojenlere hizli tepki
verip genel bir savunma mekanizmasi olusturur. Adaptif (spesifik) yaniti: Daha yavas
devreye girer; ancak antijenle karsilagildiktan sonra spesifik bir yanit iireterek uzun
Oomiirlii immiin hafiza olusturur (Medina, 2016). Her iki yanit birbirini destekler.
Ornegin, dogustan gelen sistem, enfeksiyon veya yaralanma bélgesine ilgili hiicreleri
cekip antijenleri lenfoid dokulara tasir; boylece adaptif yanitin, T ve B hiicreleri
aracilifiyla spesifik savunma tepkisinin aktive edilmesi saglanir (Zhong, Tien & Shu,
20006).

Patogen saldirisina kars1 ilk savunma hatt1 olarak, dogustan gelen bagisiklik,
patojenle iligkili molekiiler desenleri (PAMP'ler) taniyan konak desen tanima
reseptorleri (PRR'ler) ile tanima gergeklestirir ve bu da iltihaplanma sitokinleri ve
interferonlarin (IFN'ler) iiretimini baglatarak patojenleri konaktan yok eder (Hu & Shu,
2018; Xia, Yi, Wu, Shang & Shu, 2019).

Adaptif bagisiklik, dendritik hiicreler, fagositler, sitotoksik lenfositler gibi antijen
sunan hiicreleri aktive ederek ve antikor iiretimini tesvik ederek dogustan gelen
bagisikliga ikincil bir savunma mekanizmasi gorevi goriir (Travers ve ark., 2001;
Alberts ve ark., 2002).

Brucella, konakgt ile uzun siireli etkilesimler sirasinda evrimsel adaptasyonlara
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ugrar ve Oncelikle bagisiklik tepkilerinden kaginmak, bunlara miidahale etmek veya
onlar1 bastirmak ic¢in "gizli" stratejiler kullanir ve bu da kronik ve kalici
enfeksiyonlarin olusmasina yol agar. (Cardoso, Macedo, Azevedo & Oliveira 2006;
Lacerda, Salcedo & Gorvel, 2013). Brucella, dendritik hiicreler, makrofajlar ve
plasental trofoblast hiicrelerinde giiclii bir sekilde ¢ogalabilir ve kalic1 olabilir (Copin
ve ark., 2012).

Brucella enfeksiyonu, invazyon, akut ve kronik evreler olarak ii¢ asamada
incelenebilir. Ilk evrede, konak hiicreler bakterinin ¢ogalmasini smirlamak amaciyla
dogustan gelen bagisiklik tepkilerini aktive eder; daha sonraki evrelerde ise spesifik
adaptif bagisiklik sistemi devreye girerek enfeksiyona karsi daha hedefe yonelik
yanitlar olusturur. (Baldwin & Goenka, 2006). Brucella, konagin bagisiklik
yanitindan kag¢inmak i¢in farkli mekanizmalar gelistirir, bu da bakterinin
kolonizasyonunu, biiylimesini ve uzun siireli cogalmasini saglar. Kronik enfeksiyon,
Brucella ile konak arasinda uzun vadeli bir denge olusmasi kronik enfeksiyonun ortaya
cikmasina yol acar. (Guo, ve ark., 2023).

Dogal immiin sistemin tiyelerinden biri olan makrofajlar Brucella'nin enfeksiyonu
siirdiirmek i¢in hedef aldig1 baslica hiicrelerden biridir. (Gomes, 2012; Celli, 2019;
Bhagyaraj ve ark., 2021). TLR4 ve diger LPS-duyarli dogustan gelen algilama
sensorlerinden kaginmak icin Brucella disiik endotoksik LPS eksprese eder.
(Forestier, Deleuil, Lapaque, Moreno & Gorvel, 2000; Martirosyan, Moreno & Gorvel,
2011). Brucella ayrica dendritik hiicreleri enfekte edebilir ve dendritik hiicre
olgunlagmasint baskilayabilir (Salcedo ve ark., 2008). TLR2 ve TLR4
sinyalizasyonuna miidahale etmek i¢in Brucella, NF-xkB aktivasyonunu ve sitokin
sekresyonunu baskilamak iizere memeli Toll/interlokin 1 reseptor (TIR) alani iceren
adaptor protein (TIRAP) icin bir analog olan TcpB firetir. (Alaidarous, 2014) (Snyder,
2014). TcpB ayrica kaspaz 1, 4 ve 11'i de bozabilir ve sonucta IL-1 iiretimini
baskilayabilir (Jakka, Namani, Murugan, Rai & Radhakrishnan, 2017). Konak adaptif
bagisiklik tepkilerini en aza indirmek i¢in Brucella, MHC smif 1 ve sif II
molekiillerinin inhibisyonu yoluyla antijen sunumunu kesintiye ugratma kapasitesine
sahiptir. (Barrionuevo & Giambartolomei, 2019; Velasquez, ve ark., 2017).

Brucella bakterileri, fagositik veya fagositik olmayan hiicrelere girdiklerinde,

orijinal fagozomun bakteriye 6zgii zarla yeniden diizenlenmesiyle olusan "Brucella
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iceren vakuol" (BCV) adi verilen zarla ¢evrili yap1 icine alinirlar. Enfeksiyonun
baslangicinda, Brucella lipit sallar1 araciligiyla konak hiicre zarlariyla etkilesime
girerek hiicre i¢i tasinmay1 kolaylastiran bu 6zel bolmeyi olusturur (Gomes ve ark.,
2012; Roop, Barton, Hopersberger & Martin, 2021). Olusan BCV, ge¢ici olarak
endosomlarla kaynasarak erken endosomal Brucella igceren vakuol (eBCV) meydana
getirir; bu yap, tasima siirecinde erken endosomal belirteclerini kaybeder. Cogu eBCV
lizozomal yikim siirecine maruz kalirken, az bir kismu bu temizleme isleminden
kacarak enfeksiyonun devamini saglar. (Comerci, Martinez-Lorenzo, Sieira, Gorvel
& Ugalde, 2001; Delrue ve ark., 2001; Celli, Chastellier., Franchini, Pizarro-Cerda,
Moreno & Gorvel 2003; Salcedo ve ark., 2013)

Literatiirde, eBCV'nin lizozomlarla birleserek olgunlasma siirecine girdigi ve
endoplazmik retikulum (ER) ile entegrasyon sagladigina dair bulgular bulunmaktadir
(Starr, Ng, Wehrly, Knodler & Celli 2008). Bu siirecte, eBCV, Brucella'nin
cogalmasini gosteren, olgun bir vakuole (rBCV) doniismektedir. ER, Brucella'nin
cogalmasini ve patojenitesini arttiracak faydali bir ortam saglar (Sedzicki ve ark.,

2018).

2.6. Immiin Yanitin Diizenlenmesi ve Brucella’nin Kagis Stratejileri
2.6.1. Brucella dogustan gelen bagisiklik yanitin1 zayiflatir

Dogustan gelen bagisik sistemi hiicreleri, patojenlere karst ilk savunma gorevi
gormektediler ve istilaci patojenlerin engellenmesinde ve eliminasyonunda 6nemli bir
rol oynamaktadirlar (Wu, Lei, Xia, Zhong, Yang & Shu, 2019). Makrofajlar gibi dogal
immiin sistem hiicrelerinin rol aldigi bu savunma, PRR ve PAMP gibi immiin
molekiillerin ve kompleman sistemlerinin koordineli etkilesimleriyle ger¢eklesir
(Martirosyan, Moreno & Gorvel, 2011).

Memeliler, Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), RIG-I benzeri reseptorler
(RLR'ler), Nod benzeri reseptorler (NLR'ler), AIM2 benzeri reseptorler (ALR'ler), C
tipi lektin reseptorleri (CLR'ler) ve cGAS gibi hiicre i¢i DNA sensorleri dahil olmak
iizere birka¢ farklt PRR sinifina sahiptirler (Akira, Uematsu & Takeuchi, 2006; Cai,
Chiu & Chen, 2014).

Bu reseptorler arasinda TLR'ler ilk tanimlanmis olan ve en iyi karakterize edilen

reseptordiir. TLR ailesi, insanda 10 itiyeden (TLR1-TLR10) ve farede 12 iiyeden
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(TLR1-TLRY, TLRI11-TLR13) olusmaktadir (Botos, Segal, Davies, 2011). Bu
reseptorler PAMP’lar1 taniyarak konak savunmasini gii¢lendirmek i¢in ve patojen
istilasin1 yok etmek i¢in uygun bagisiklik tepkilerini baglatmaktadirlar. Brucella
bakterisinin hiicreye enfekte oldugu durumlarda immdiin sistemden kagmak i¢in ¢esitli
stratejiler kullanir ve PRR’ler tarafindan kagmaya calisir (Martirosyan, Moreno &

Gorvel, 2011).

2.6.2. Brucella'nin konak tanima mekanizmalarindan kagis stratejileri

Brucella'nmin yiizeyinde bulunan lipopolisakkaritler (LPS), lipoproteinler ve
kame1 gibi molekiiler bilesenleri, PRR'lerin onlar1 algilamasini zorlastirir ve boylece
dogustan gelen bagisiklik sistemi etkili bir sekilde uyarilamaz. (Gorvel, 2008). Gram
negatif bakterilerin dis zarlarinda Lipopolisakkaritlerin (LPS) yapisal bileseni lipit A
bulunmaktadir. LPS’in lipit A kism1 TLR4 tarafinda tanmir ve bdylece inflmatuar
yanit baslamasi saglanir. Daha uzun yag asidi zincirlerine (C28) sahip olan Brucella
LPS’nin lipidi A TLR4 tarafindan tanmmasmi zorlastirir ve Inflamatuar yanitin
aktivasyonunu baskilamayi saglar (Lapaque ve ark., 2006).

Ayrica, ¢cogu bakterinin sahip oldugu flagellin’in spesifik bir yapisal alan1 vardir
ve TLRS tarafindan taninarak inlamatuar yanitin baslamsi saglanir ama Brucella
tarafinda tiretilen flagellin’in TLR5’1 aktive edecek spesikik yapisal bir alan1 yoktur
bu durum immiin sistemden kagmasina olanak saglamaktadir (Andersen-Nissen ve

ark., 2005; Hoebe, Janssen & Beutler, 2004).
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Sekil 3. Brucellamm replikasyon dongiisii ve dogustan gelen bagisikliktan kagma stratejileri (Yang,
Wang, Hou, Sun, Xia & Wu, 2024 tiirk¢eye ¢evrilmistir).
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Brucella kendine konak buldugunda hiicre membranina lipid sallar yardimi ile
yagisir ve igeriye tasinma igin hiicre i¢i vezikiilleri kullanir. Konak hiicreye giren
Brucella, Brucella igeren vakuol (BCV) olarak isimlendirilen bir vezikiil olusturur.
BCV erken BCV’ye (eBCV) doniismek i¢in baz1 konak isaret molekiilerini (EEAT ve
Rab3) biriktirir. EBCV, lizozomlarla etkilesir ve lizozomlarin zararl etkilerini inhibe
etmek icin c¢esitli konak proteinlerini kullanir. T4SS yardimi ile eBCV'nin ER'ye
transferi kolaylagtiritlir ve burada Rab2 ve Sarl molekiilleri ile rBCV sentezi
gerceklesir. Brucella ¢ogalmasi i¢in endoplazmik retikulum ideal bir ortam sunar.
ER’ye yerlesen Brucella’lar ER igerigini bosaltirlar ve patojenik enfeksiyon dongiisii
baslar. Brucella’nin immiin sisemden ka¢mak i¢in kullandig1 c¢esitli kacis
mekanizmalari ile immiin sistem gozetiminden kagmasi saglanir (Yang ve ark., 2024).

Brucela’nin enfekte olmasindan sonra hiicre igerisinde %901 hidrolize edici
enzimlerin etkisiyle oldiiriiliir (Celli, Chastellier, Franchini, Pizarro-Cerda, Moreno &
Gorvel, 2003). Ancak kalan %10u konak hiicrede basarili bir sekilde ¢ogalmak i¢in
ve bagisiklik sinyal akisini manipiile etmek icin tip IV salgilama sistemini (T4SS)
gelistirmistir (Ke. Wang. Li & Chen 2015; Xiong ve ark., 2021).

BtpA ve BtpB, Brucella'nin énemli viriilans faktérleri olup, Toll/Interlkin-1
reseptOrii (TIR) yapisal alanlari icerir. Bu alanlar, TLR sinyal yolunu baskilayarak
dogustan gelen bagisiklik yanitini diizenleme yetenegine sahiptir. BtpA ve BtpB,
Salmonella, Escherichia coli ve Brucella gibi bakterilerde tanimlanan ve okaryotik
TIR alanlariyla benzerlik goésteren bir protein ailesine aittir (Newman, Salunkhe,
Godzik & Reed, 2006; Cirl ve ark., 2008; Lacerda, Salcedo & Gorvel, 2013).

TIRAP (aym1 zamanda MAL olarak da bilinir), Toll/Interldkin-1 reseptérii (TIR)
alani iceren bir adaptdr proteindir ve MyD88 ile etkileserek Toll-benzeri reseptor
(TLR) sinyal yolunu aktive eder. Ozellikle TLR2 ve TLR4'in sinyal iletiminde,
TIRAP, MyD88'in reseptor kompleksine baglanmasina aracilik eder (Verstak, Nagpal,
Bottomley, Golenbock, Hertzog & Mansell 2009).

BtpA, MyD88'e rekabet¢i bir sekilde baglanir ve TIRAP/MAL kaynaklit NF-xB
aktivasyonunu etkili bir sekilde bloke ederek poliubikitinasyonunu artirarak
fosforlanmis TIRAP/MAL'in bozulmasimi tesvik eder. BtpB ayrica MyDS88 ile
etkilesime girer ve NF-kB'nin c¢ekirdege translokasyonunu onler (Felix, Kaplan

Tiirk6z & Ranaldi, 2014; Radhakrishnan & Splitter, 2010).
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2.6.3. Brucella'nin enflamatuar sinyal iletim mekanizmalarindan kagcis stratejileri

Coklu dis membran proteinleri (Omps) enflamatuar tepkileri diizenlemede gorev
alirlar ve Brucella’mn kendi kendisini gogaltmasini tesvik ederler. Ozellikle, Omp25
ve Omp31, Brucella'nin viriilanst ile iligkili 6nemli Omps'lerdir ve Omp25'in
silinmesinin viriilans1 azalttigi bilinmektedir. ~ Omp25'in  TNF-a ile iliskili
mikroRNA'lar1 yukar regiile ettigi, TNF-a {iretimini inhibe ettigi ve NF-xB yolunun
aracilik ettigi enflamatuar faktorlerin salinimimi baskiladigr bulunmustur (Jubier-
Maurin ve ark., 2001; Luo ve ark., 2018).

Omp31, bakteriyel istila, yerlesme ve replikatif ekolojik nislerin olusumu igin
gerekli olan Brucella'nin dis zarinin biitiinliigiiniin korunmasinda kritik bir rol oynar.
(Verdiguel-Fernandez ve ark., 2020) Omp31 ile indiiklenen otofaji, NF-xB p65 sinyal
yolunu negatif yonde diizenleyerek TNF-a ekspresyonunun inhibisyonuna yol agar

(Wang ve ark., 2021).

2.6.3.1. Brucella adaptif bagisiklig1 zayiflatir

Adaptif bagisiklik, bagisiklik sisteminde enfeksiyonlara karst uzun siireli
bagisiklik gelistiren bir savunma mekanizmasidir (Chi, Pepper & Thomas, 2024).
Brucella enfeksiyonu ortaya c¢iktiginda, ii¢ temel mekanizma adaptif immiin yanitt
aktive eder (Martirosyan & Gorvel, 2013).

[k olarak, CD4+/CD8+ T hiicreleri IFN-y iireterek makrofajlar1 aktive eder ve
Brucella'min konaker hiicreler iginde cogalmasimi &nler. Ikinci bir mekanizma, enfekte
makrofajlar1 ortadan kaldiran sitotoksik bir etkiye sahip olan CD8+ T hiicrelerini
icerir. Ek olarak, li¢iincii mekanizma, bozulmus BCV'lerin fagositozunu artiran
IgG2a/IgG3 gibi Thl antikor alt tiplerini igerir. (Grilld, Blasco, Gorvel, Moriyon &
Moreno, 2012). Antijen sunan hiicreler (APC'ler) Brucella antijenlerini tanir ve 1L-12
sitokinleri salgilar. Bu sitokinler CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin yan1 sira Th1 ve Th2
yardimei1 T hiicrelerini aktive eder. Bu hiicreler de TNFa, IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y
gibi sitokinleri salgilayarak adaptif immiin yanitin diizenlenmesine ve Brucellamin
makrofajlar tarafindan temizlenmesine yardimci olur (Ali ve ark 2023),
(Martirosyan, Moreno & Gorvel 2011). Brucella, konakcida kalict bir enfeksiyon
olusturmak i¢in adaptif immiin yanit {izerinde siirekli olarak immiinosupresif etkiler

uygular. Brucella abortus ile enfekte farelerde, dalakta CD4+ ve CD25+ T
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hiicrelerinin popiilasyonu artmakta ve bu da enfeksiyonun devamliliginda diizenleyici
bir rol oynamaktadir (Pasquali ve ark., 2010).

Brucella, DH'leri manipiile ederek dogustan gelen bagisiklik sinyalinden adaptif
bagisiklik sinyaline gecisi engellemek ve boylece konakei bagisikligindan kagmak igin
mekanizmalar gelistirmistir. (Dudek, Martin, Garg & Agostinis 2013) Brucella
Omp19 ve Omp25'in TNF-a ve IL-12 sitokinlerinin salgilanmasini azalttig1 ve bunun
sonucunda DH'ler tarafindan T-hiicrelerinin aktivasyonunu bozdugu gosterilmistir.
Konagin koruyucu Thl bagisiklik tepkilerinin baslatilmasindaki bu engel, Brucella'ya
varhigini etkili bir sekilde gizleme avantaji saglar. (Avila-Calderén ve ark., 2020)
(Martirosyan, Moreno & Gorvel 2011)

Brucella LPS, APC'lerdeki MHC II molekiilleri tarafindan antijenlerin
taninmasini ve sunumunu bozarak ve B hiicreleri tarafindan antikor {iretimini inhibe
ederek konake1 adaptif bagisiklik temizliginden kacabilir (Lapaque ve ark. 2006). Son
caligmalar, adaptif bagisiklik yanitindan kagmada rol oynayan yeni bir efektor olan
BtpA'nin fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PI (4,5) P2) veya PI (3,4,5) P3 ile etkilesime
girdigini de ortaya koymustur. Bu etkilesim, bagisiklik sinapsindaki APC'lerin
aktivasyonunu engelleyerek CD8+ T hiicrelerinin sitotoksisitesini bozar (Durward,

Radhakrishnan, Harms, Bareiss & Magnani, 2012).
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Sekil 4. Brucella ve adaptif immiin yanitlar1 baskilama mekanizmlar1 (Yang ve ark., 2024 tiirk¢eye
gevrilmistir).
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Brucella antijenlerini tantyan antijen sunan hiicreler (APC’ler) IL-12 iiretmeye
baglarlar. Boylece IL-4 ve IL-10 gibi sitokinleri {ireten Th2 yardimci ve CD4+ T
hiicrelerini uyarirlar. Bu sitokinler ayn1 zamanda B hiicrelerini aktiflestirerek humoral
bagisikliginda aktive olmasma neden olurlar ve enfeksiyonu ortadan kaldirmaya
hizlica baglarlar. APC’ler Thl yardimer T hiicrelerini de uyarabilirler ve CD8+ T
hiicrelerinin olgunlagmasina yardimci olarak sitotoksik T hiicresi (STL) aktiflesmesine
yardimci olabilirler. STL aktivitesi TNF-a, IL-2 ve IFN-y salgilayarak Brucella ile
enfekte olan hiicreleri tanirlar ve ortadan kaldirmaya baslarlar (Yang, Wang, Hou, Sun,
Xia & Wu, 2024) (Sekil 4).

Brucella enfeksiyonunda hem dogustan gelen bagisiklik sisteminin hem de adaptif
bagisiklik sisteminin inhibisyonu, enfeksiyonun tamamen ortadan kaldirilmasini
zorlagtiran bagisiklik sisteminin yetersizligine neden olabilir (Yang, Wang, Hou, Sun,

Xia & Wu, 2024).

2.7. Bakteriyel Dis Membran Vezikiilleri (OMYV)

Tiim yasam formlarinda plazma zar1 boyunca hiicresel bilesenlerin salgilanmasi
organizmalarin cevreleriyle etkilesime girmesini saglayan bir siirectir. OMV’lerin
iiretimi 1965 yilinda, lizin sinirlayici biiylime sartlar1 altinda onemli miktarda hiicresiz
lipopolisakkarit (LPS) salgilayan bir oksotrofik Escherichia coli susunda bildirildi
(Bishop, & Work, 1965). Bir bagka calisma ekibi sonrasinda elektron mikroskobu
salgilanan ve hiicre olmayan LPS elemanlarinin membran yapisinin bir parcasi
oldugunu gozlemlediler. Bu vezikiillerin dis membrandan tiiretildigini 6ne siirdiiler
(Knox, Vesk, & Work, 1966). Bu gozlemleri takiben bir baska ekip kloramfenikol
maruziyetinin ve amino asit a¢clifinin E. coli’lde OVM kabarciklarinin iiretildigini
gosterdi (Rothfield, & Pearlman-Kothencz, 1969). Sonraki ¢alismalarda farkli gram
negatif bakteriler ile yapilan deneylerde de OMV’lerin izole edildigini ve
gbzlemlendigi raporlandi (Rothfield ve ark., 1969; Mergenhagen, Bladen, & Hsu,
1966; Chatterjee, & Das, 1967). OMV’lerin bu artan kanitlarina ragmen, birkag¢ yil
boyunca sadece biiylime sonucunda ya da hiicre lizis yan iirlinleri olarak kabul edildi.
Sonrasinda gergeklesen bir calismada akut menenjitli hastalardan elde edilen beyin
omurilik s1vis1 6rneklerinde OMVlere rastlandi ve bu sekilde OMV'lerin biyogenezisi

ve rolleri ilgi gérmeye basladi (DeVoe, & Gilchrist, 1975).
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Hiicreler bu etkilesimi hiicre yiizeyindeki lipid zarlarindan salgilanan kiiresel,
nano boyutlu yapilar olan vezikiiller ile saglamaktadir (Brown, Wolf, Prados-Rosales,
& Casadevall, 2015; Deatherage, & Cookson, 2012). OMV’ler 20-300 nm boyutlar
arasinda olan ve bakteri hiicreleri i¢in ¢ok yonlii bir salgilama ayni1 zamanda tasima
mekanizmasi olarak islev goriir (Guerrero-Mandujano, Hernandez-Cortez, Ibarra, &
Castro-Escarpulli, 2017). Birkac farkli tiirde OMV bilesenleri tanimlanmistir. Bu
bilesenler: lipitler, LPS ve OM proteinlerinin yani sira kapsiillenmis periplazmik
icerigi de icermektedir. Bu vezikiiller igerisinde DNA ve RNA gibi sitoplazmik
elementlerin varligi da gosterilmistir fakat bu elementlerin OMV'lere paketlenmek
iizere periplazmaya nasil tasindig1 tam olarak aydinlatilamamistir (Blenkiron ve ark,
2016; Dauros-Singorenko, Blenkiron, Phillips, & Swift, 2018).

OMV’ler ¢ift katmanli lipid zar yapilar olarak gozlemlenmektedir. Gram negatif
bakteriler tarafindan iiretilirler (Kulp, & Kuehn, 2010). Ayn1 zamanda hem patojenik
hem de kommensal bakteriler tarafindan iiretilebilirler (Shen ve ark., 2012). Dis
membran vezikiillerinin bakteriyel etkilesimi ve DNA, enzim ve protein
transferlerinde kolaylik saglayarak bakterilere avantaj sagladigi ve bakteri
topluluklarinin hayatta kalip kendilerini koruduklar1 6ne stirtilmektedir (Schooling, &
Beveridge, 2006; Kadurugamuwa, & Beveridge, 1995; Renelli, Matias, Lo, &
Beveridge, 2004). OMV’ler bakteride bulunan biyolojik igerigi i¢erisinde bulunduran
ancak replikasyonsuz bir yapida bakteriyel ‘Ornek paketleri’ olarak isimlendirilebilir.
Ayrintili - biyokimyasal ve proteomik analizler, dis mebran vezikiillerinin
lipopolisakkarit (LPS), periplazmik, enzimler, toksinler, DNA, peptidoglikan ve
membrana bagli protein gruplari icerdigini gostermislerdir (Sekil 6) (Dorward, Garon,
& Judd, 1989; Irving ve ark., 2014; Kaparakis ve ark., 2010).

OMV’ler, temel olarak hiicre i¢i ve hiicre disi iletisim, yatay gen transferi,
bakteriler aras1 6ldiirme, toksin iletimi, polisakkarit hidrolizi ve stres tepkileri dahil
olmak iizere bir dizi fizyolojik siirecte rol oynamaktadir (Sekil 5) (Haurat, Elhenawy,
& Feldman, 2015; Guerrero-Mandujano ve ark., 2017; Schwechheimer, & Kuehn,
2015).
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Sekil 5. Gram negatif bakterilerde dis membran vezikiillerinin rolleri (Sartorio, Pardue, Feldman, &
Haurat, 2021 tiirkgeye ¢evrilmistir).

Yatay Gen immiinomoldiilasyon
Transferi
Viriilans

Cok sayida calisma patojenlerin OMV’leri kullanarak viriilans faktorlerini yerel ve
uzak lokasyonlardaki konak hiicrelerine ilettigini gostermektedir (Ellis, & Kuehn,
2010).
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Sekil 6. Dis membran vezikiillerinin igerigi ve yapist (Kaparakis-Liaskos, & Ferrero, 2015 tiirkgeye
cevrilmistir).
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2.7.1. Bakteriyel membran vezikiillerinin (OMV) immiin sistem etkileri

D1s membran vezikiilleri, konak hiicrenin dogal ve adaptif bagisiklik tepkisi
yollarinin 6nemli aktivatorleridir. Gliglii immiinonodiilatér molekiil LPS’nin yani sira
OMV’ler OM proteinlerini ve diger dogal bagisiklik aktive edici ligandlar igerirler.
Vezikiil bilesenleri immiin sistem i¢in patojenlerin temizlenmesi adma sistemi
uyarabilecek, enfeksiyonun viriilans seviyesini arttirabilecek ya da ikisini birden
yapabilecek sekilde konak hiicre tepkisini diizenler sekilde géziikmektedir. Bunlara ek
olarak OMV’lerin immiinojenik bu tiir 6zellikleri, as1 amagclar1 i¢in kullanilabilecek
olan koruyucu mukozal ve sistemik bakterisidal antikor tepkilerine yol agabilmektedir
(Ellis ve ark., 2010). Kolonize olan bakteriler tarafindan iiretilen OMV’ler epitel
hiicreleri ve ayni1 zamanda makrofajlar ile karsilasmaktadirlar. Burada bu hiicreler
tarafindan alinip dogal konak yanitini tetikleyebilmektedirler. Epitel hiicrelerinin ve
makrofajlarin salgilanan bakteri tiiriine yaniti, inflamatuar kaskadin bir tetikleyicisidir
(Alaniz, Deatherage, Lara, & Cookson, 2007).

OMV'ler, cok cesitli ylizey bakteriyel antijenleri ve bagisiklik hiicreleri tarafindan
alinmak i¢in optimal bir boyut ile bakterilerin zarfin1 temsil eder. Bu sistemlerde dogal
olarak bulunan Toll benzeri reseptdr (TLR) agonistlerinin etkisi ile birlikte birkag
bakteriyel antijenin varligr, OMV'lere kendi kendine adjuvantlik 6zellikleri kazandirir.
Bu agonistler veya PAMP'ler (Patojenle Iliskili Molekiiler Kaliplar), Kalip Tanima
Reseptorlerinin (PRR'ler) aktivatorleri, OMV'leri konagin ilk savunma hatti olarak
islev goren dogal gelen bagisiklik tepkisinin giiclii itici giigleri haline getirir (Dowling
ve ark., 2016). Buna ek olarak bir¢cok farkli calisma OMV’lerin as1 olarak
kullanilmasinin uzun siireli hiicresel ve humoral immiin yanit1 indiikleme yeteneklerini
vurgulamaktadir (Tan, Li, Huang, & Liu, 2018; Pritsch ve ark., 2016; Bottero ve ark.,
2016).

OMV’ler konak hiicrenin epitel bariyerini gectiginde, makrofajlar, dendritik
hiicreler ve nétrofiller ile karsilagmaktadirlar. Bu bagisiklik hiicresi popiilasyonlari ile
dogrudan etkilesime girebilmektedirler. OMV yapilar1 bakteriyel kdkenlerine ve
viriilans ~ faktorlerine  gére  notrofil  fonksiyonunu  farkli  sekillerde
etkileyebilmektedirler (Sekil 6). Dendritik  hiicrelerin  OMV’ler tarafindan
modiilasyonu sirasinda hiicrelerin olgunlasmasi ve sitokin tiretimi gerceklesmektedir.

Salmonella spp. Tarafindan izole edilen OMV’ler, dendritik hiicrelerde CD86 ve MHC
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smif II molekiillerinin ekspresyonunu ve TNF ve IL-12 iiretimine sebep olmaktadir
(Alaniz, Deatherage, Lara, & Cookson, 2007). Tiim bunlara ek olarak OMV’lerin
makrofaj aracili indiikleyebilecegi mekanizmalar ¢ok ¢esitlidir. En 6nemli etkilerinden
biri makrofajlar tarafindan pro-inflamatuar sitokin iiretimini ydnlendirmektedirler

(Sekil 7) (Kaparakis ve ark., 2015).
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Sekil 7. OMV’lerin epitel ve dogal bagisiklik hiicreleri ile etkilesimleri (Kaparakis ve ark., 2015
tirkceye gevrilmistir).

Onceki ¢aligmalar kapsaminda Brucella tiirlerinin dis zar proteinleri, LPS ve diger
bilesenleri iceren OMV’leri kendiliginden saldigini gostermislerdir (Gamazo, &

Moriyon 1987; Lamontagne ve ark., 2007).

2.7.2. Eksozomlar

Tiim 6karyotik ve prokaryotik hiicreler, normal ¢aligma prensiplerinin bir parcasi
olarak ve kazanilan anormallikler sirasinda hiicre dis1 vezikiiller (EV)
salgilamaktadirlar. EV’ler genel olarak ektozom ve eksozom olarak ikiye
ayrilmaktadir. Ektozom yapilari, plazma membraninin disartya dogru
tomurcuklanmasi ile olusan vezikiillerdir ~50 nm ile 1 um c¢apindadirlar ve biiyiik
vezikiiller icermektedirler. Eksozom yapilari ile ~40 ila 160 nm (ortalama ~100 nm)
capinda endosomal kdkene dayanan EV yapilaridir (Kalluri, & LeBleu, 2020).

Eksozomlar RNA, DNA, protein ve lipitleri tasiyarak hiicresel homeostaziyi
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korumak, hiicreler ve organlar arasindaki iletisimi kolaylagtirmak gibi hayati islevlerde
gorev almaktadirlar. Viicut sivilar1 sayesinde hareket ederek molekiiler mesajlarin
parakrin, endokrin ve otokrin yollarla iletilmelerini saglarlar (Krylova, & Feng, 2023).
Eksozom biyogenezinin yolagi hiicrede molekiiler kargonun endositozu ile baslatilir.
Membrandan hiicre i¢ine tomurcuklanarak ilk vezikiil olan erken endozom yapisinin
olusturulmas: saglanir. Erken endozomun rolii aliman kargonun smiflandirmasini
yapmaktir (Woodman, & Futter, 2008; Grant, Donaldson, 2009). Olusturulmus olan
bu yapt erken endozom asamasindan sonra ii¢ yol izleyebilmektedir. Geri
doniistiiriilmesi gereken kargo endosomlarda periferik tiibiiler alanlara yerlestikten
sonra buradan ayrilip geri doniisiin endosomunda plazma membran1 veya golgi ag1 ile
birlesecektir. Geri doniislime gerek olmayan kargolar, erken endosomun merkezi
olarak sayilan vakuol boélgeleri iizerinde yogunlasacak ve endosomal olgunlasma
yolagma gidip son olarak ge¢ endosomu (MVB) olusturacaklardir (Sekil 8)
(Woodman, ve ark., 2008). Son olarak MVB’ler plazma membrani (PM) ile birleserek

eksozomlar serbest birakacaklardir.
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Sekil 8. Eksozom mekanizmasi (Krylova, ve ark. 2023 tiirkgeye ¢evrilmistir).
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Tiim hiicreler tarafindan salgilanan eksozomlar, iiretilen hiicre dis1 vezikiillerdir.
Niikleik asitler (DNA ve RNA), lipitler, proteinler ve metabolitler tagimaktadirlar.
Saglik ve hastalik durumunda yakin ve uzun mesafe hiicre-hiicre etkilesimlerini
saglamaktadirlar ve aymi zamanda hiicre biyolojisinin ¢esitli yonlerini de
etkilemektedirler. Eksozomlarin membranin lipid bilesimi, {iretici hiicre tipine bagh
olarak daha fazla kolesterol, sfingolipid ve fosfatidilserin i¢erir. Membran proteinleri,
orijinal hiicrelerin tipine ve gevreleyen mikro ortama goére degisebilir. CD9, CD63,
CD81 ve EpCAM gibi major histokompatibilite kompleksi (MHC) siif I ve II
molekiilleri, integrin proteinleri ve tetraspaninler, sirasiyla antijen sunumu, tropizm ve

isaretleyici molekiiller olarak temel roller oynayan eksozom zarinda gézlenir (Sekil 9).
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Sekil 9. Eksozom yapisi, igerigi ve islevleri (Kalluri, ve ark., 2020 tiirk¢eye ¢evrilmistir).

Eksozomlar, T hiicrelerin ve Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin (NK) aktivasyonu ya da
proliferasyonu, bagisiklik baskilanmasi, antijen sunumu ve anti-inflamatuar siiregler
dahil bagisiklik sistemi tizerinde ¢ogu hiicre-hiicre etkilesiminde rol oynamaktadir
(Tavasolian ve ark., 2021). Bagisiklik hiicreleri de diger hiicre gruplar1 gibi kendi
ozelliklerini ¢evreye yansitmak icin bagisiklik hiicresi islevlerini otokrin ve parakrin
ortamlarda yerine getirebilmek adina mikro bilesenler kullanarak ortam yaratmak i¢in

eksozomlar1 kullanmaktadirlar (Arenaccio, ve ark., 2014).
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1.Calismada kullanilan maddeler;
Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya);
Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD);
Penisilin-Streptomisin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD);
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (VivaCell, Sartorius, Almanya);
Gentamisin (Sartorius, Almanya)
Tripan Mavisi (Sigma Aldrich, ABD);
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (CDH, Hindistan);
Protein Ladder (cat no: 926-98000, LI-COR, Lincoln, NE, USA);
Dir  (floresans 1,1-dioktadesil-3,3,3,3-tetrametilindotrikarbosiyanin  iyodiir)
(Invitrogen, Thermo Fisher, ABD);
PMA (Forbol 12-Miristat 13- Asetat) (Sigma, MERC, ABD)

3.1.2. Hazirlanan tamponlar ve ¢ozeltiler ve besiyerleri

PBS c¢ozeltisi: 1 paket (10.2g) liyofilize Dulbecco’s Tuzlu Fosfatli Tamponun
(Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline, PBS) 1000 mL distile su ile ¢ozdiirtilerek
hazirlandi. Otoklav ile sterilizasyonu saglandi ve +4 C’de saklandi.

%10 FBS RPMI besiyeri: L-glutamin iceren RPMI igerisine, son konsantrasyon %10
olacak sekilde 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Bovine Serum (FBS) ve %]1 oraninda
penisilin/streptomisin eklendi ve +4 ‘C’de muhafaza edildi.

RPMI besiyeri: L-glutamin igeren RPMI igerisine, son konsantrasyon %1 olacak

sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontem
3.2.1. THP-1 hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi
THP-1, akut monosit l16semi hastasindan alinan periferik kandan izole edilen bir
monosittir. Tlgili hiicreler son konsantrasyon %10 olacak sekilde 1s1 ile inaktive edilmis
Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 oraninda penisilin/streptomisin igeren RPMI 1640
ortami ile 37°C'de %5 CO; iceren inkiibatorde biiylitiilmiistiir.
Dondurulmus THP-1 hiicre stoklar1 dnce 37°C su banyosunda 10-15 sn bekletilip

ardindan hizlica tam besiyeri ile al-ver yapilarak 50 mL’ lik falkonlara aktarimistir.
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DMSO’nun olas1 toksik ve THP-1 hiicreleri {izerinde istenmeyen matiirasyon yan
etkisi diisiiniilerek santrifiij islemi (25°C' de, 5 dakika, 2000 rpm) ile uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Hiicrelerin %80 yogunluga ulagmasi ile erken pasajlar dondurularak
stoklanmistir. Hiicreler caligilan laboratuvarda optimize edilmis olan dondurma
prosediiriine gore stoklanmistir (Hiicre besiyeri/Fotal Buzagi Serumu/DMSO; 5/4/1;
V/V/V). Bu sirada siipernatan da alinarak mikoplazma testi gerceklestirilmis ve
hiicrelerin mikoplazma negatif oldugu da teyit edilmistir.

Literatiirde pasaj stiresinin 6zellikle THP-1 hiicre hatlarinin matiirasyon diizeyini
etkiledigine dair ¢aligmalar mevcuttur (Chanput, Mes, & Wichers, 2014). Bu sebeple
eksozom karakterlerinde olusabilecek farkliliklarin ortadan kaldirilmasi amaciyla
THP-1 hiicre hattinin pasajlama oranlar1 ve idamesi hassasiyet ile gerceklestirilmistir.

THP-1 hiicre hattinin pasaji 1/2 sabit pasajlama orani ile devam ettirilmistir.

3.2.2. Brucella melitensis (ATCC 234548) ve Brucella abortus (ATCC 23450)
bakterilerinin tiretilmesi

Projemizde kullanilan Brucella suslari halk sagligi kurumundan elde edilmistir.
Calismalar uygun biyogiivenlik diizeyi kosullarinda yapilmistir. Standart suslar
Brucella agara (BD, Becton Dmckmnson, France) pasajlanmistir. 37°C* de 3-5 giin

etlivlenerek canlandirilmistir.

3.2.3. Brucella melitensis (ATCC 234548) ve Brucella abortus (ATCC 23450)
bakterilerinin inaktive edilmesi

B. melitensis ve B. abortus suslari igin ayr1 ayr1 0,5 McFarland (1.5x108 coloni
forming unit (CFU)/mL) bulanikliginda bakteri siispansiyonu kapakli cam tiiplerde
hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonlart 65°C° de 60 dakika 1s1 blogunda inaktive
edilmistir. Inaktivasyonu dogrulamak igin tiiplerdeki bakteriler ii¢ kez 1X PBS ile
yikanmistir. Ardindan tekrar Brucella agara pasajlanip 37°C’ de 3-5 giin etlivlenerek
bakterilerin canliligi kontrol edilmistir. Bakteriler, iireme olmadigr dogrulandiktan

sonra kullanilmaya baslanmistir (Sekil 10).
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Brucella turleri canlandirma;

37°C’de Etuvde
inkiibasyon

Brucella turlerinin inaktivasyonu;

u 65°C’de, 1 saat, Isi

Blogunda inaktivasyon

Sekil 10. Brucella bakterilerinin canlandirilmasi ve inaktive edilmesi (biorender kullanilarak
olusturulmustur).

THP-1 hiicre hatlari ile Brucella bakteri tiirlerinin muamele edilmesi ¢alismalarina
baslandiginda bakteri sayilar1 ve THP-1 hiicre sayilar1 belirlendikten sonra bakteri
suslarinin iiretiminin arttirilmasi gerektigine karar verilmistir. Hesaplamalara gore
Brucella suslart ayr1 ayr1 7 McFarland (21x108 coloni forming unit (CFU)/mL)
bulanikliginda yapilmaya baslanmistir (Tablo 2). Bakteri siispansiyonlar1 yukarida
anlatildig1 gibi inaktive edilerek, inaktivasyonun dogrulanmasi amac ile tliplerdeki
bakteriler li¢ kez 1X PBS ile yikanmistir. Ardindan etiive alinarak bakterilerin
canliigi kontrol edilmistir. Ureme olmadig1 tekrar dogrulandiktan sonra bakteri

suslar1 kullanilmaya baglanmistir.
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Tablo 2. McFarland standartlar1 (Gayathiri, Bharathi, & Priya, 2018 tiirk¢elestirilmistir).

MFU Yaklagik Hiicre Yogunlugu
0.5 MFU 1,5 x 10® bakteri/ mL
1 MFU 3,0 x 10 bakteri/ mL
2 MFU 6,0 x 10® bakteri/ mL
3 MFU 9,0 x 10® bakteri/ mL
4 MFU 12 x 10% bakteri/ mL
5 MFU 15 x 10® bakteri/ mL
6 MFU 18 x 10% bakteri/ mL
7 MFU 21 x 10® bakteri/ mL
8 MFU 24 x 10® bakteri/ mL
9 MFU 27 x 10® bakteri/ mL
10 MFU 30 x 10® bakteri/ mL
* MFU- McFarland Standard1

05MFU 10MFU 20MFU 30MFU 4.0MFU
= s ™ s Y
s o Bemg W
S ™ . 0, 8
o W B W
L
o™, 1 W
opmes W e 8
T T et (8

Sekil 11. McFarland bulaniklig1 bakteri siispansiyonlari (McFarland, 1907).
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3.2.4. Inaktif Brucella suslar1 ile THP-1 hiicre hatlarinin muamele edilmesi

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda 50:1 (bakteri:hiicre) orani ile inaktif
Brucella ve THP-1 hiicre hatlarinin muamele edilmesine karar verilmistir (Pollak,
Delpino, Fossati, & Baldi, 2012; Yi ve ark., 2021). THP-1 hiicre hatlari, %10 FBS,
%]1 penisilin/streptomisin ilave edilmis RPMI 1640 ortamina alinmigtir. THP-1 hiicre
hatlar1 i¢in sabit hiicre sayisi/hacim orani belirlenmistir. Bu orana gére THP-1 hiicre
hatlar1 1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. T75 flasklar
icin total hacim 20 mL olarak belirlenerek T75’lik flasklara 20x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmigtir. Ekilen THP-1 hiicrelerine 50:1 oraninda Brucella suslarinin
ekimi gergeklestirilmistir. Hesaplamalar yapildiktan sonra Brucella suglar1 ayri ayri
THP-1 hiicre hatlarina 20 mL i¢in 1x10° olacak sekilde ekimleri yapilmustir (Sekil 12).
THP-1 hiicreleri ve inaktif Brucella suslariin ekimi yapildiktan sonra 48 saat 37°C'de

%35 COz igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.

THP1
20x10¢ ,
Inaktif
PR (MOI; B.melitensis :-THP1)
) e 50:1
THP1
20x10¢ I
Inaktif
- Brocena.| (MOL; B.abortus :THP1)
) e 50:1

Sekil 12. B.abortus ve B.melitensis ile THP-1 hiicre hatlarmin 50:1 oraninda muamele edilmesi
(biorender kullanilarak olusturulmustur).

Inkiibasyon siiresi sonlandiginda Brucella suslar1 ile muamele edilen hiicreler
oncelikle mikroskop altinda gozlemlenmistir. Hiicrelerin %60-70 oraninda adheran
hale geldigi ve morfolojik olarak degistikleri gdzlemlenmistir (Sekil 25).

Inaktif Brucella suslar1 ile muamele edilmis THP-1 hiicrelerinin inkiibasyon
stireleri tamamlandiktan sonra iist fazlari toplanmistir. 2000 rpm’de 5 dk oda
sicakliginda santrifiije tabi tutulan iist fazdan siipernatan kismi alinarak, sitokin

analizleri i¢in -20°C’ye kaldirilmistir. Ayrica hiicrelerin morfolojik a¢idan daha iyi
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incelenebilmesi adina T75’lik flasklardaki adheran hale gelen hiicre popiilasyonu Diff

Quick Boyama protokolii ile boyanarak, goriintiilemeleri yapilmigtir.

3.2.5. Inaktif Brucella suslari ile muamele edilmis THP-1 hiicrelerinin morfolojik
analizleri

T75 lik flaskta adheran halde bulunan THP-1 hiicreleri 1X PBS ile yikanmistir
ve bu sekilde besi yeri tamamen ortamdan uzaklastirilmigtir. Hiicrelerin iizerine %1’
lik formaldehit eklenerek flask zeminine iyice yapigmalar1 saglanmistir ve hiicreler 5
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kere 1X PBS ile
yikanmistir. Bu sekilde formaldehitin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmigtir. Daha
sonrasinda hiicrelerin {izerine yiizey alanim1 kaplayacak kadar hemacolor red boyasi
eklenmistir ve hiicreler 2 dakika inkiibasyona birakilmistir. Yikama yapilmadan
ortama yine biitlin ylizey alanin1 kaplayacak miktarda hemacolor red boyasi
eklenmistir ve hiicreler 1 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sona erdikten
sonra boyalar ortamdan 1X PBS yardimi ile uzaklagtirilmistir. Sonrasinda hiicreler

EVOS goriintlileme cihazinda analiz edilmistir (sekil 13).

Her kuyucuga
E formaldehit eklenir,
B 8 E 5 dk inkiibasyona 8
birakilir

\_/ =

Besiyeri ortamdan uzaklagtiriur E PBS ile formaldehit ortamdan
4 | uzaklagtinihr

- . - ‘ - : :
A ) ( A

A A

; = p— —
ﬂ' B s [ a B

—
Hiicre gériintiileme sistemi ile PBS ile boyalar ortamdan Hemacolor blue eklenerek,

hiicrelerin fotograflan alinir uzaklagtirilir 2 dk inkiibasyona birakilir Hemacolor red eklenerek,

3 dk inkiibasyona birakilir

Sekil 13. Diff quick boyama islemi ile EVOS hiicre goriintiileme sistemi (biorender kullanilarak
olusturulmustur).
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3.2.6. Eksozomlarin ve dis membran vezikiillerinin (OMV) izolasyonu ve
karakterizasyonu
3.2.6.1. Brucella melitensis (ATCC 234548) ve Brucella abortus (ATCC 23450)
bakterilerinin tliretilmesi

Projemizde kullanilacak olan Brucella suslari halk sagligt kurumundan elde
edilmistir. Caligmalar uygun biyogiivenlik diizeyi kosullarinda yapilmigtir. Standart
suslar Brucella agara (BD, Becton Dmckmnson, France) pasajlanmistir. 37°C’de 3-5

giin inkiibe edilerek canlandirilmistir.

3.2.6.2. Inaktif Brucella ile muamele edilen THP-1 hiicrelerinden eksozom izolasyonu

Eksozom izolasyonu i¢in eksozom igermeyen besiyeri ortami hazirlanmast:
Eksozom calismalarinda Fetal Sigir Serumu (FBS) kaynakli olast eksozomlarin
elimine edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda FBS kaynakli eksozomlarin
ultrasantrifiij yontemi ile uzaklastirilarak eksozomdan arindirilmis besiyerinin
olusturulmasi (eksozom icermeyen FBS) saglanmistir. Yapilan ilk denemede FBS tek
basina cevrildiginde olusan eksozom pelletinin ¢ok biiyiik olmasi1 ve {ist fazda kalan
FBS alimirken bu eksozom pelletinin yogunlugu sebebi ile FBS’yi tekrar kontamine
edebilecegi endisesi yasanarak farkli bir strateji uygulanmaya baglanmistir. THP-1
hiicre hattinin biiyiitiildigi %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren besiyeri
ultrasantrifiij yontemi ile ¢evrilerek iist kismi alinmistir. Besiyerinde %10 oraninda
seyreltilmis halde bulunan FBS’in ultrasantrifiij sonrasi eksozomlardan daha giivenli
sekilde uzaklastirilldigi ve bdylece eksozom kontaminasyon riskinin azaltildigi
degerlendirilerek bu strateji ile calismalara devam edilmesine karar verilmistir. Daha
uzun siirede besi yeri eldesi dezavantajina sahip olmasina ragmen bu yontemin daha
giivenli oldugu belirlenmistir. Bu yontem ile eksozom igermeyen hiicre besi yeri elde
edilmigtir. Tiim santrifiij ve ¢ozelti elde islemleri steril kosullarda gerceklestirilmistir.

Eksozom icermeyen besiyeri (%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ilave edilmis
RPMI 1640) 2HR +4°C’ de 100.000xg’ de ultrasantrifiij asamasindan sonra 0,22
um’lik filtreden gecirilerek elde edilmistir.

THP-1 hiicre ¢ogalma kinetiklerini karsilagtirmak amaciyla hiicreler n=3 olacak
sekilde farkli besiyeri kosullarina maruz birakilmstir:
I. %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin RPMI 1640 ortam1 (Tam besi yeri)
2. %1 penisilin/streptomisin ilave edilmis RPMI 1640 ortami (FBS icermeyen
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besi yeri)
3. Eksozomsuz Besiyeri (%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ilave edilmis
RPMI 1640 ortaminin, ultrasantrifiij ile eksozomlardan arindirilmis versiyonu).

THP-1 hiicre hatti farkli besi yeri kosullara ekilmeden dnce 5x10° hiicre/5 mL
olacak sekilde sayilmis. Daha sonrasinda 1X PBS ile 25°C'de, 5 dakika, 2000 rpm’de
2 kez yikanmistir. Daha sonrasinda hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi igin 3 farkl
kosul (tam besi yeri, FBS icermeyen besi yeri, eksozomsuz besiyeri) besi yerine 5x10°
hiicre/5 mL ve her besiyeri i¢in 3 adet T25’lik flask olacak sekilde ekimleri yapilmistir.
Ekimleri yapilan hiicre hatlar1 37°C'de %5 CO: igeren inkiibatorde 48 saat inkiibe
edilmistir. 48. saatin sonunda hiicreler sayilmistir.

THP-1 hiicre hatlarindan ultrasantrifiij yontemi ile eksozomlarin elde edilmesi:
THP-1 hiicre hatlar1 40x10° hiicre/40 mL (2 adet T75’lik flask) olacak sekilde
ekilmistir. Hiicre kiiltiir kosullarinin 48. saatinde inkiibasyon sonlandirilarak
flasklardaki besiyeri ve hiicreler 50 mL’lik falkonlara alinarak buza gomiilmiistiir.
Ornekler 6nceden sogutularak +4°C'ye getirilen santrifiijde 2000 rpm’de 5 dk siireyle
santrifiijlenmistir. Stipernatan kismi soguk zinciri bozmayacak sekilde temiz bir 50
mL’lik falkona alinmistir. Sonrasinda eksozom protokoliine baslanarak dncelikle 10
dk 300xg’de santriflijleme ger¢eklestirilmis ve sonrasinda siipernatan kismi tekrar
temiz bir 50 mL’lik falkona alinmistir. Ardindan 10 dk boyunca 3.000xg’de santrifiij
yapilmustir. Siipernatan alinarak, otoklavlanmis ultrasantrifiij tiiplerine 33 mL’e 1X
PBS ile tamamlanarak aktarilmigtir. Bu asamada 2 adet 20x10° hiicre’lik
debrislerinden arindirilmis eksozom izolasyonuna hazir siipernatan bulunmaktadir.
Ornekler rotoru ve kendisi énceden +4°C'ye sogutulan ultrasantrifiijide calisiimaya
devam edilmistir. Ultrasantrifiij cihazinda 70Ti sabit acil1 rotorda (Becman Coulter,
ABD) 35 dakika boyunca 15.000xg’de santrifiijleme yapilarak siipernatan kisimlari
toplanmistir. Siipernatanlar otoklavlanmis yeni ultrasantrifiij tiiplerine alinmistir.

Tiiplerin koyuldugu siradaki pozisyonu ve pelletin beklendigi yer tiipiin digindan
cizilerek alan belirlenmistir. 90 dakika boyunca 100.000xg’de santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasi pellet kismi alinarak, 33 mL PBS ile yine 100.000xg’de 2 saat
santrifiijlenerek yikama islemi gerceklestirilmistir (Sekil 13). Siipernatan atilarak
ornekler gerekli miktarda PBS (40x10° hiicre eksozomu i¢in 250 pL) ile konsantre
edilmigtir (Sekil 14).
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Sekil 14. Ultrasantrifiij yontemi ile eksozom izolasyonu asamalart (biorender kullanilarak
olusturulmustur).

THP-1 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin miktarinin Bikinkoninik Asit
Tahlili (Bicinchoninic Acid Assay, BCA) yontemi ile belirlenmesi: Elde edilen
orneklerden protein miktarmi tayin etmek icin Bikinkoninik Asit Protein Tayin
Yontemi (BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, cat n0:23225) kullanilmistir. BCA
kitindeki albiimin protein standardi 2000 pg/mL’dir. Bu konsantrasyondan 1.95
pg/mL olacak sekilde seri diliisyonlar yapilmistir ve toplamda 11 adet standart (S1-
S11) ve blank kosullar1 olusturulmustur (S1: 2000; S2: 1000; S3: 500; S4: 250, S5:
125; S6: 62.5; S7: 31.25; S8: 15,62; S9: 7,81; S10: 3,91; S11: 1,95 ug/mL). THP-1
hiicre hattindan elde edilen eksozomlardan 25 pL olacak sekilde 6rnek kuyulara
eklenmistir. Tiim standart ve drnekler iki tekrarli (duplike) calisilmistir. Kitin icerdigi
soliisyonlar dnerilen miktarda (50:1 Reagent A: Reagent B) hazirlanmistir. Ornekler
ve standartlarin lizerine Reagent A+Reagent B ¢ozeltisinin eklenmesi 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasinda gerceklestirilmigtir. Aliiminyum folyo ile sarilarak isiktan
koruma saglanmistir. 37°C’de karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 absorbans degerleri kitin iceri§inde yazana gére 562 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Seri diliisyon ile elde edilen standartlar kullanilarak R2
hesaplanmis ve standart egri grafigi ¢izilmistir.

Inaktif Brucella suslar1 ile muamele edilen THP-1 hiicre hattindan eksozom

izolasyonu: THP-1 hiicre hatt1 ile ultrasantrifiij eksozom izolasyon optimizasyonlari
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tamamlandiktan sonra THP-1 hiicre hatlarina 80x10° hiicre/80 mL olacak sekilde 50:1
(bakteri: hiicre) inaktif B. abortus ve inaktif B. melitensis ekimleri yapilmistir. Her
bakteri susu i¢in 4 adet T75’lik flask ekimi yapilmistir. Hiicreler flasklara ekildikten
sonra inaktif bakteri suslar1 ayr1 ayr1 THP-1 hiicre hatlariin iizerine eklenmistir. Bu
asamalarda ekim yapilirken hiicre ortami olarak eksozom igermeyen besiyeri
kullanilmistir. Inaktif Brucella suslar ile muamele edilen THP-1 hiicre hatlar1 48 saat
37°C’de %5 CO?’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.

48. saatin sonunda drnekler sogutularak +4°C'ye getirilen santrifiijde 2000 rpm’de
5 dk siireyle santrifiijlenmistir. Sonrasinda eksozom protokoliine baslanarak oncelikle
10 dk 300xg’de santrifiijleme gerceklestirilmis ve sonrasinda siipernatan kismi tekrar
50 mL’lik falkona almmistir. Ardindan 10 dk boyunca 3.000xg’de santrifiij
yapilmustir. Siipernatan alinarak, otoklavlanmis ultrasantrifiij tiiplerine 33 mL’e 1X
PBS ile tamamlanarak aktarilmistir. Bu asamada 4 adet 20x10° hiicre’lik
debrislerinden arindirilmis B. abortus ile muamele edilen THP-1 ve 4 adet 20x10°
hiicre’lik debrislerinden arindirilmis B. melitensis ile muamele edilen THP-1
siipernatan1 bulunmaktadir. Ornekler rotoru ve kendisi énceden +4°C'ye sogutulan
ultrasantrifiijde ¢alisilmaya devam edilmistir. Ultrasantrifiij cihazinda 70Ti sabit acilt
rotorda (Becman Coulter, ABD) 35 dakika boyunca 15.000xg’de santrifiijleme
yapilarak siipernatan kisimlari toplanmistir. Siipernatanlar otoklavlanmis yeni
ultrasantrifiij tiiplerine alinmistir. Tiiplerin koyuldugu siradaki pozisyonu ve pelletin
beklendigi yer tiipin disindan ¢izilerek alan belirlenmistir. 90 dakika boyunca
100.000xg’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 80x10° hiicre’lik inaktif B. abortus
ile muamele edilen THP-1 ve 80x10° hiicre’lik inaktif B. melitensis ile muamele edilen
THP-1 eksozom pelletleri 500 pL’de resiispanse edilmistir. Ayni ultrasantrifiij
asamalar1 kontrol olarak kullanilmasi adiyla inaktif Brucella suslar1 ile muameleye
maruz kalmamig THP-1 hiicre hatt1 i¢in de tekrarlanmistir. Yikama asamasindan dnce
orneklerin protein miktarini tayin etmek i¢in Bikinkoninik Asit Protein Tayin Y dntemi
(BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, cat n0:23225) kullanilmistir. Kitin icerdigi
soliisyonlar dnerilen miktarda (50:1 Reagent A: Reagent B) hazirlanmistir. Ornekler
ve standartlarin lizerine Reagent A+Reagent B ¢ozeltisinin eklenmesi 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasinda gerceklestirilmigtir. Aliiminyum folyo ile sarilarak isiktan

koruma saglanmigtir. 37°C’de karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonras1 absorbans degerleri kitin iceri§inde yazana gére 562 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Seri diliisyon ile elde edilen standartlar kullanilarak R2

hesaplanmis ve standart egri grafigi ¢izilmistir (Sekil 30) (Tablo 3).

3.2.6.3. Western Blot analizleri ile eksozomal proteinlerin gosterilmesi

Eksozom ornekleri RIPA ¢ozeltisi kullanilarak +4°C, 15.000xg, 15 dakikada
eksozomal proteinler elde edilmistir, (6X) loading buffer ile karistirilmistir. 95°C’de 5
dakika bekletilen ornekler, kuyucuklara yiiklenmeye hazir sekle getirilmistir. Bu
asamadan sonra SDS-PAGE asamasina gec¢ilmistir. Protein Ladder (cat#926-98000,
LI-COR, Lincoln, NE, USA) kullanilarak kuyucuk basmma 10 pl 6rnek jele
yiiklenmistir. Sonraki asamada Running Buffer kullanilmistir ve SDS-PAGE yiiriitme
cihaz1 (Clever Scientific, Warwickshire, UK) 100 voltda 1,5 saat ¢alistirilmistir.
Proteinlerin diizgiin bir sekilde yiiriidiiglinden emin olunduktan sonra sistem
durdurulmustur ve jel, PVDF membrana transfer asamasi i¢in hazir hale getirilmistir.
PVDF membran wuygun boyutlarda kesilmigtir. %100 etanol (EtOH) ile
aktiflestirilmesi saglanmistir. Transfer modiilii kaset seklinde oldugundan sirasiyla,
filtre kagidi, PVDF membran, SDS-PAGE jeli, transfer kagidi ile kapatilip, cihaz
elektrotlarina baglanmistir. Clever Science Semi-Blot transfer cihazi1 (Warwickshire,
United Kingdom) sabit 12 voltda 1 saat ¢alistirilmistir. PVDF membrana gegmeyerek
SDS-PAGE jelinde kalan proteinlerin goriintiilenebilmesi adina Coomasive Blue
kullantlmistir. PVDF membran, %5 Bovine Serum Albumin (BSA) iceren WB yikama
sollisyonu TBS-T (tris-buffer saline-tween20) igerisinde 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakilarak bloke edilmistir. Membran uygun diliisyonda
hazirlanarak anti CD81 primer antikoru ile +40C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon bittikten sonra membran TBS-T ile 3 kez yikannmustir. Yikamalar
tamamlandiktan sonra HRP konjuge edilmis sekonder antikor uygun diliisyonda
ortama eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. ECL substratint membrana
uygulanarak, kemiliiminesans dedektorii ile sinyal yakalanmis ve goriintiilemeler
yapilmustir.

Eksozomlarin akan hiicre olger cihazi (AHO) ile tetraspaninlerinin analizi:
Eksozomlarin akan hiicre Olger cihazinda gorlintirliglinii saglayabilmek adina

karboksilateks boncuklarin (3,5 pm, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eksozom
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spesifik antikorla kaplanmasi yapilmistir. Burada kullanilan antikor piiriifiye
monoklonal anti-CD81 antikoru olarak belirlenmistir. Ayrica her 10 boyama i¢in 1 pL
karboksilateks boncuk kullanilmistir. Karboksilateks boncuklar ile se¢ilen antikorlarin
konjuge edilebilmesi i¢in 6nce oda sicakliginda 30 dakika karanlikta inkiibe edilen
antikor ve karboksilateks boncuklar sonrasinda orbitral ¢alkalayici cihazinda bir gece
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra santrifiij islemi
gergeklestirilip siipernatani atilmis ve %5°lik BSA eklenerek oda sicakliginda 4 saat
orbital ¢alkalayici da inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi siipernatani atilmis ve
boncuklar %1°lik BSA ile resiispanse edilerek anti-CD81 antikorlariyla kaplanmig
boncuklar elde edilmistir. Elde edilen CD81 kapli boncuklar ile eksozomlarin
kaplanma iglemi i¢in 5 ug eksozom 6rnegine 1 uL boncuk eklenmistir. Elde edilen
boncuk ve eksozom karigimi 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Sonrasinda bir gece oda sicakliginda orbital calkalayici iizerinde inkiibe
islemi baslamistir. Santrifiij edilen 6rnekler 1X PBS ile resiispanse edilmistir. Ornekler
boyama islemi ve akan hiicre dlger analizleri i¢in hazir hale gelmistir (sekil 15).
Eksozomlarin boyamalart CD9 APC (cat#312108, BioLegend, USA), CD63 FITC
(cat#¥MA1- 19602, Invitrogen), CD81 PE (cat#349506, BioLegend, USA) antikorlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. 1 saat oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edilen

ornekler akan hiicre 6l¢er cihazinda analiz edilmistir (Sekil 16).

)( Pirifiye CD81 (|1 X ',
Karboksilateks N, antikoruile = x:
Pirifiye CD81 antikoru kaplanms e '
Boncuk (3,5 um) D & .
VW e il »
orbital calkalayic ose Orbital galkalayici fase \ /M -
. - onoklona
- B = < CD9, CD63 ve
“ (© cece boyu ~ (© Geceboyu CD81 antikoru
inkiibasyon inkiibasyon
Orbital galkalayici
-
= Rz
=
c:
o
o
—_ &25“0 g
S
CD9 O Gece boyu
=
L

Akan hiicre 6lger analizleri

Sekil 15. Karboksilateks boncuklarin eksozomlar ile kaplanmasi (biorender kullanilarak
olusturulmustur).
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Sekil 16. Karboksilateks boncuklara baglanan eksozomlar i¢in kapilama stratejisi (Otofloresan).

3.2.6.4. Canli Brucella suslarindan dig membran vezikiilii (OMV) izolasyonu

Canli Brucella tiirlerinden membran vezikiilii izolasyonu icin EXOBACTERIA
OMYV ISOLATION KIiT (Cat No: EXOBAC100A-1) kullanilmistir. Ek olarak kit daha
once sadece E.coli bakterilerinden denendiginden pozitif kontrol olarak E.coli
bakterileri de kullanilarak deney tasarlanmigtir. Oncelikle canli bakteri kiiltiirlerinden
iist stvilarinin toplanmasi gercgeklestirilmistir. Bunun i¢in dncelikle bakteriler uygun
kosullarda kiiltiire edilerek canlandirilmistir. Daha sonrasinda bakteri tiirleri 40C'de
20 dakika boyunca 5000xg'de santrifiij edilmistir. Ust siv1 yeni bir tiipe aktarilarak
bakteri kalintilarin1 tamamen gidermek amaciyla 4°C'de 20 dakika boyunca 5000xg'de
tekrar santriftij edilmistir. Kiiltiir tist stvis1 toplanarak 0,45 pm vakum filtresinden
gecirilmigtir. Filtreleme adimi 0,22 pm vakum filtresiyle tekrarlanarak materyal
toplanmistir. Toplanan kiiltiir stvist bu sekilde membran vezikiilii izolasyonu i¢in hazir
hale getirilmistir. Daha sonrasinda kolon hazirlama ve dis membran vezikiilii (OMV)
yakalama asamalarina gecilmistir. Burada kitin icerisinden ¢ikan kolona 1 mL OMV
Baglayic1 Regine pipetlenmistir. Sonrasinda kolona 10 mL 1X Baglayict Tampon (1X
Binding Buffer) eklenerek ortam dengelenmistir ve ¢dzeltinin tamamen akmasini
saglanmistir. Asagiya akan akinti ortamdan uzaklastirilmistir. Kolonun altina kitin
icerisinden ¢ikan sar1 kolon tipasi yerlestirilmistir. Regineye 30 mL berraklastirilmig
bakteri kiltiirii {ist sivist eklenmistir ve kolonun {istiine kolon kapagini
yerlestirilmistir. Kolonlar, OMV baglanmasina izin vermek icin 4°C'de 30 dakika
boyunca donen bir rafta inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonlandiktan sonra kolon bir
rafa yerlestirilerek kolonun {ist ve alt kapaklari agilmistir. Regine/siipernatan

karisiminin akmasina izin verilmistir. Karigim aktiktan sonra kolon 15 mL Baglayict
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Tamponla yikanmistir. Akan kismi atilmistir ve yikama adimu iki kez tekrarlanmistir.
Kolon alttan tipa ile kapatilarak 1,5 mL OMV Eliisyon Tamponu eklenmistir. Oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Her 30 saniyede bir kolon hafifce sallanmistir.
Kolonun alt kapagini agilarak OMV'leri iceren eliiat yeni bir mikro santrifiij tiipline
toplanmistir. Daha sonra orneklerin protein miktarlarini tayin etmek i¢cin BCA kiti

(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, cat n0:23225) kullanilmistir.

3.2.6.5. Canli Brucella suslarindan dig membran vezikiilii (OMV) karakterizayonu
Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) sistemi ile dig membran vezikiillerinin
analiz edilmesi: B. melitensis OMV ve B. abortus OMV o6rnekleri qNano Exoid (Izon
Biosciences, New Zealand) cihazi ile Exoid Control Suite (Izon Biosciences, New
Zealand) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. TRPS analizi sirasinda {iretici firma
tarafindan eksozom/membran vezikiilii ¢aligmalarinda kullanilmasi tavsiye edilmis
olan NP150 isimli nanopor (Izon Biosciences, New Zealand) kullanilmigtir. OMV
ornekleri (1X) PBS ile siispanse edilmistir. Daha sonra sistemin alt haznesine (1X)
PBS, iist haznesine ise 40 ul OMV o6rnegi eklenmistir. Okuma iglemi 47 mm’lik
nanopor gerginligi, 700 mBar basin¢ ve 0,47 mV voltaj referans degerleri ile
baglanmistir, okumanin durumuna gore gerekli diizenlemeler gerceklestirilmistir.
Okuma islemi 500 adet pargacik sayisina ulasilana kadar devam ettirilmistir. Burada
elde edilen degerler boyut i¢in nA bozulma ve konsantrasyon i¢in dakikadaki pargacik
sayist oldugu i¢in ger¢cek boyut ve konsantrasyon degerlerine {iretici firma tarafindan
onerilen CPCI100 isimli karboksillenmis polistren kalibrasyon boncuklarinin (Izon
Biosciences, New Zealand) ayni cihaz ayarlarinda okutulmasi ile ulasilmistir.
Okumalar tamamlandiktan sonra sonuglar Izon Data Suite (Izon Biosciences, New

Zealand) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.7. Elde edilen eksozomlarin ve dig membran vezikiillerinin (OMV lerin)
isaretlenmesi

Eksozom ve OMV izolasyonu sirasinda drnekleri isaretlemek adina Dir (floresans
1,1-dioktadesil-3,3,3,3-tetrametilindotrikarbosiyanin iyodiir, cat no: D12731, Thermo
Fisher, ABD) boyas1 THP-1 hiicre hatlarinda denenmistir. THP-1 hiicre hattinda akan

hiicre dlcer analizleri ile belirlenen Dir ile isaretleri THP-1 eksozomlari i¢in uygulanan
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protokol ayn1 sekilde inaktif B. abortus ve inaktif B. melitensis ile muamele edilmis
THP-1 hiicrelerinin eksozomlar1 ve canli B. abortus ve canli B. melitensis i¢in de
uygulanmistir. Calismamizda Bikinkoninik Asit Protein Tayin Yontemi (BCA) ile
belirlenen eksozom konsantrasyonlarina gore hesaplamalar yapilarak her eksozom ve
OMYV kosulundan 500 pg eksozom/OMYV alinmistir. Orneklerden belirlenen miktarda
alinarak her 6rnege final konsantrasyonu 5 pM olarak hazirlanan Dir boyasindan 100
ulL/0.5 pL boya olacak sekilde eklenmistir, 30 dakika boyunca 37°C’de karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonra erdikten sonra ultrasantrifiij tiiplerine
alinan ornekler 33 mL’e PBS ile tamamlanmistir. 100.000xg’de 2 saat santrifiijlenerek
yikama islemi gerceklestirilmistir (Sekil 17). Siipernatan atilarak érnekler 500 pg/500

uL olacak sekilde konsantre edilmistir.

Sekil 17. Dir ile resiispanse edilmis THP-1 hiicre hatt1 eksozom pelleti.

Yapilan c¢alismalar ile THP-1 hiicre hattindan eksozom izolasyonu, inaktif
B.melitensis ve B.abortus ile muamele edilen THP-1 hiicre hatlarindan eksozom
izolasyon optimizasyonlart ve canli Brucella tiirlerinden dis membran vezikiilii

izolasyonlar1 tamamlanmustir.

3.2.8. THP-1 hiicre hattindan izole edilen bakteri kaynakli eksozomlar ve canl
Brucella kaynakli bakteriyel membran vezikiilleri ile THP-1 hiicrelerinin muamele
edilmesi
3.2.8.1. Dir boyasi ile isaretlenmis inaktif Brucella suslarina maruz birakilmig THP-1
kaynakli eksozomlarinin ve canli Brucella suslarindan izole edilen OMV’lerin THP-1
hiicre hatti ile hiicre kiiltiirii

BCA sonuglarina gore ayarlanan ug/mL eksozom ve OMV miktarlarina gore

6x10%200 pL THP-1 hiicrelerine 20 pg olacak sekilde eksozom muamelesi
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yapilmasina karar verilmistir. Dir boyasi ile eksozomlarin isaretlenip isaretlenmedigi

anlayabilmek adina farkli kosullar olusturulmustur. Bu kosullar:

THP-1 hiicre hatt1 (negatif kontrol),
Dir ile inkiibe edilen THP-1 hiicre hatt1 (pozitif kontrol),
Inaktif B. abortus ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

Inaktif B. melitensis ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

@wohk D=

Dir boyasi ile isaretlenmis Inaktif B. abortus ile muamele edilen THP-1
hiicrelerinden sekrete edilen eksozomlar (20 pg) ile muamele edilmis THP-1
hiicre hatti,

6. Dir boyasi ile isaretlenmis Inaktif B. melitensis ile muamele edilen THP-1
hiicrelerinden sekrete edilen eksozomlar (20 pg) ile muamele edilmis THP-1
hiicre hatti,

7. Canl1 B. abortus ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

8. Canli B. melitensis ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

9. Dir boyasi ile isaretlenmis Canli B. abortus kaynakli dis membran vezikiilleri
(OMV) (20 pg) ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

10. Dir boyast ile isaretlenmis Canli B. melitensis kaynaklt dis membran
vezikiilleri (OMV) (20 pg) ile muamele edilen THP-1 hiicre hatti,

Not: Her kosul n=3 olacak sekilde tekrarlanmistir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda kiiltlir ortaminda THP-1 hiicre hatt1 igine
alimi gerceklesmeyen canli Brucella tiirlerinin ortamdan elimine edilmesi adina
gentamisin kullanilmas1 gerektigine karar verilmistir (Pollak, Delpino, Fossati, &
Baldi, 2012; Delpino, Fossati, & Baldi, 2009). Burada gentamisinin hiicreler
izerindeki etkisini anlamayabilmek adina hiicreler ve canli Brucella tiirleri yukarida
belirtilen kosullara ek olarak ayni zamanda canli B. abortus ile muamele edilen THP-
1 hiicre hatt1 ve canli B. melitensis ile muamele edilen THP-1 hiicre hatt1 olarak kiiltiir
kosullarinda ekimi yapilarak 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun

ardindan hiicrelere 100 pg/mL olacak sekilde gentamisin eklenmistir (Sekil 18).

42
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0,5x10¢ 1 saat
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Gentamisin

Sekil 18. Brucella bakteri tiirleri i¢in gentamisin kullanimi (biorender kullanilarak olusturulmustur).

Kosullar olusturulduktan sonra hiicreler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48. saatin sonunda akan hiicre Olcer analizleri yapilmistir (Sekil 18).
Akan hiicre Olcer analizlerinde makrofaj polarizasyonunun incelenmesi
amaclanmistir. Burada hiicre yiizey reseptorlerinin tespiti adina kullanilacak
antikorlar: CD14, CD80, CD86, HLA-DR, CDI163, CD169 ve CD206 olarak
belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda inaktif Brucella bakterileri, inaktif Brucella kaynakli THP-
1 eksozomlar1 ve THP-1 hiicre hatt1 ile gergeklestirilen kosullar hem LPS (Escherichia
coli'den lipopolisakkarit, cat no: 93572-42-0, Sigma Aldrich, ABD) varliginda hem de

LPS yoklugunda akan hiicre dl¢er cihazinda analiz edilmistir.

3.2.8.2. Dir boyasi ile isaretlenmis farkli Brucella tiirlerine maruz birakilmig THP-1
kaynakli eksozomlarin ve canli Brucella kaynaklt OMV’lerin THP-1 hiicre hatt1 ile
hiicre kiiltiiriinden akan hiicre dlger analizleri

Hiicrelerin 37°C’de 48 saat inkiibasyonu sonrasinda 96 kuyucuklu plakadan akan
hiicre Olger tiiplerine toplanmigtir. Toplanan hiicrelerin kapilama stratejileri

belirlenerek akan hiicre dlger cihazinda analizleri yapilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. inaktif Brucella suslar1 kaynakli THP-1 hiicre hattindan elde edilen Dir boyast ile isaretlenmis
eksozomlarin THP-1 hiicre hatt1 ile muamele edilmesi sonrasi akan hiicre dlger analizleri kapilama

stratejisi.
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Sekil 20. Inaktif Brucella suslar1 kaynakli eksozomlar ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatlarmin
ylizey belirteclerinin akan hiicre 6lger analizleri i¢in kapilama stratejisi.
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Sekil 21. Canli Brucella suslar ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatlarinin canlilik analizleri igin akan
hiicre olcer kapilama stratejisi.
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Sekil 22. Canl1 Brucella suslarindan izole edilen dig membran vezikiillerinin (OMV) Dir boyasi ile
igaretlenmesi ve THP-1 hiicre hatt1 ile muamele edilmesi sonrasi akan hiicre 6lger analizleri kapilama

stratejisi.
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Sekil 23. Canli Brucella suslarinin dis membran vezikiilleri (OMV) ile muamele edilmis THP-1 hiicre
hatlarinin yiizey belirteclerinin akan hiicre 6lger analizleri igin kapilama stratejisi.

3.2.9. Hiicre i¢i Nitrik Oksit (NO) ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) akan hiicre
Olcer cihazinda analiz edilmesi

Farkli Brucella tiirlerine maruz birakilmig THP-1 kaynakli eksozomlarin ve canli
Brucella kaynakli OMV’lerin THP-1 hiicre hatti ile muamele edilmesinden sonra
THP-1 hiicrelerinin NO/DAF-DA (4,5-Diaminofluorescein diacetate soliisyon, cat no:
D225, Sigma Aldrich, ABD) ve ROS/C-DCFDA (2',7'-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate, cat no: D6883, Sigma Aldrich, ABD) akan hiicre Olger analizleri
gergeklestirilmistir.

3.2.9.1 Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) iiretim analizi

Hiicreler kiiltiir ortamindan kaldirildiktan sonra 5 dakika boyunca 1800 rpm’de
oda sicakliginda santifiij edilmistir. Santrifiij sonlandiktan sonra pellet serumsuz RPMI
ile resiispanse edilmistir. Tiim kosullar i¢in akan hiicre 6lger tiipleri isimlendirilerek
PMA (Forbol 12-Miristat 13- Asetat, Sigma, ABD) eklenmeyecek kosullar i¢in
reslispanse edilen hiicreler 100’er pl akan hiicre 6lger tiiplerine dagitilmistir. Her tiipe
1ul C-DCFDA eklenmistir. Sonrasinda hiicreler karanlik ortamda 37°C’ de 20 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim deney tiipleri 1siktan korunarak buza

gomiilmiistiir. Hiicrelere 1X PBS eklenerek 1800 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika boyunca
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santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra pellet 150 uL 1X PBS ile resiispanse edilmistir.
Tekrar buza gomiilerek, 1s1 ve 1siktan korunarak akan hiicre 6lger cihazinda analizleri
gergeklestirilmistir. PMA eklenecek kosullar icin tiiplere 1uL. PMA eklenmistir.
37°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iizerlerine PBS eklenerek
1800 rpm’de oda 1sisinda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Pellet 150 pL 1X
PBS’de resiispanse edilmistir. Tekrar buza gomiilerek, 1s1 ve 1siktan korunmustur akan

hiicre dlger cihazinda analiz edilmistir (Sekil 24).

FSC-H

Sekil 24. ROS akan hiicre 6lger analizleri kapilama stratejisi.

3.2.9.2. Nitrik oksit (NO) iiretim analizi

Hiicreler kiiltiir ortamindan kaldirildiktan sonra 5 dakika boyunca 1800 rpm’ de
oda sicakliginda santifiij edilmistir. Santrifiij sonlandiktan sonra pellet serumsuz RPMI
ile resiispanse edilmistir. Tiim kosullar i¢in akan hiicre 6lger tiipleri isimlendirilerek
PMA eklenmeyecek kosullar icin resiispanse edilen hiicreler 100’er pL akan hiicre
Olcer tiiplerine dagitilmistir. Her tiipe 10 uL DAF-DA eklenmistir. Sonrasinda hiicreler
karanlik ortamda 25°C’ de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim
deney tiipleri 1g1ktan korunarak buza goémiilmiistiir. Hiicrelere 1X PBS eklenerek 1800
rpm’ de 4°C’ de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra pellet 150

uL 1X PBS ile resiispanse edilmistir. Tekrar buza gomiilerek, 1s1 ve 1giktan korunarak
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akan hiicre Olcer cihazinda analizleri gerceklestirilmistir. PMA eklenecek kosullar i¢in
tiiplere luL PMA eklenmistir. 25°C” de 25 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra {izerlerine PBS eklenerek 1800 rpm’de oda 1sisinda 5 dakika boyunca santrifiij
edilmisgtir. Pellet 150 uL. 1X PBS’de resiispanse edilmistir. Tekrar buza gomiilerek, 1s1

ve 1siktan korunmustur akan hiicre dlger cihazinda analiz edilmistir (Sekil 25).

P3 histogram
954

Count

FSC-H

FSC-A

Sekil 25. NO akan hiicre 6lger analizleri kapilama stratejisi.
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4. BULGULAR
4.1. inaktif Brucella Suslari ile THP-1 Hiicre Hatlarinin Muamele Edilmesi
Yapilan hiicre kiiltiirii calismalar1 sonucunda inaktif Brucella tiirleri ile muamele
edilen THP-1 hiicre hatlarinin inkiibasyon siiresi sonlandiktan sonra morfolojik
yapilaria bakildiginda THP-1 hiicrelerinin %60-70 oraninda adheran hale geldikleri
ve morfolojik olarak yapilarinin makrofaj hiicrelerine benzer hale geldigi ve igsi bir

gorilintli olusturduklar gézlemlenmistir (Sekil 26).

inaktif B. abortus ile muamele edilmis THP-1

THPA1

inaktif B. melitensis ile muamele edilmis THP-1

G
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Sekil 26. Inaktif Brucella suslari ile muamele edilen THP-1 hiicre hatlarinin mikroskop goriintiisii.

4.2. Inaktif Brucella Suslar1 ile Muamele Edilen THP-1 Hiicre Hattimn Diff
Quick Boyamasi

Morfolojik yapilarinin inaktif Brucella tiirleri ile muamele edilmesinden sonra
degistigi goriilen THP-1 hiicre hatlarinin daha belirgin bir sekilde goriintiilenebilmesi
icin hiicrelere Diff Quick Boyama protokolii uygulanmistir. Bu goriintiileme
sonucunda hiicrelerin morfolojik olarak monositik bir hiicre grubundan ¢iktig1 ve
makrofaj benzeri bir yapida ylizeye yapistiklari ve adheran hale geldikleri ayni
zamanda yapilarinin monosit grubundaki gibi yuvarlak bir morfolojiden ¢iktiklar1 ve

igsi bir morfolojiye biirlinmeye basladiklar1 gézlemlenmistir (Sekil 27).
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Diff Quick Boyama Sonrasi EVOS Hiicre Gériintiileme Sistemi Fotograflari

inaktif B. melitensis ile muamele edilen THP-1 hiicre hatt

Sekil 27. Inaktif Brucella suslari ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatlarimin Diff Quick boyama
sonrast EVOS Hiicre Gériintiileme sistemi fotograflari.

4.3. Canh Brucella Suslari ile THP-1 Hiicre Hatlarinin Muamele Edilmesi

Canli Brucella tiirleri ile enfekte edilen THP-1 hiicre hatlarinin morfolojik yapilar
incelendiginde THP-1 hiicre hattinin hiicre kiiltiirii ortaminda kiiltliir yogunlugunun
inaktif Brucella tiirlerine oranla daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Canli B.abortus
bakterisinin THP-1 hiicre hattinin yogunlugu iizerinde daha fazla artisa sebep oldugu
gorilintiilenmistir (Sekil 28).

Canli B. abortus ile enfekte edilmis THP-1

THP-

Canli B. melitensis ile enfekte edilmis THP-1

10X _ 20X

Sekil 28. Canli Brucella suslari ile enfekte edilen THP-1 hiicre hatlarinin mikroskop goriintiisii.

49



4.4. Canh Brucella Suslar1 ile Enfekte Edilen THP-1 Hiicre Hatlarinin

Gentamisin ile Muamele Edilmesi

Canl1 Brucella tiirleri ile enfekte edilen THP-1 hiicre hatlarina kiiltiir ortaminda
gentamisin antibiyotigi eklenerek hiicreler ayni kosullara maruz birakilmistir. Sonug
olarak B.melitensis bakterisi i¢in gentamisin antibiyotiginin etkisi morfolojik olarak
bir farklilik gostermemis olmakla birlikte, B.abortus bakterisi i¢in gentamisin
antibiyotiginin varligt ve yoklugu arasindaki morfolojik olarak incelendiginde
gentamisin yoklugundaki hiicre grubunda yogunlugun azaldig:1 ve adheran hale gemis
olsalarda ortamdaki bakterilerin varliginin devam etmesi sebebi ile morfolojik olarak

igsi yap1 olusturamadiklari ve yiizeye tek tek yapistiklar: gorillmiistiir (Sekil 29 ve 30).

Canli B. melitensis ile enfekte edilmis THP-1

SADECE THP-1

- GENTAMISIN SiN

+ GENTAMI
Ly

Sekil 29. Canli B.melitensis ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hattinin mikroskop goriintiisii.

Canli B. abortus ile enfekte edilmis THP-1

SADECE THP-1 - GENTAMISIN + GENTAMISIN

~ A

Sekil 30. Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hattinin mikroskop goriintiisii.
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4.5. Inaktif Brucella Tiirleri Kaynaklhi THP-1 Eksozomlarinin Karakterizasyonu
4.5.1. THP-1 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin miktarinin Bikinkoninik Asit
Tahlili (Bicinchoninic Acid Assay, BCA) yontemi ile belirlenmesi

THP-1 hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin BCA kiti ile standart degerleri
kullanilarak bir standart egri olusturulmustur (Sekil 31). Bu egri sonucunda THP-1
hiicre hattindan elde edilen eksozom miktar1 1 mL’de 1898,1 ug olarak belirlenmistir

(Tablo 3).

Standart Konsantrasyonlari

2500
y =940,43x - 148,22

R*=0,9865
2000

1500

1000

500

2,5
-500

Sekil 31. BCA analizi i¢in standartlar kullanilarak hesaplanmis standart egri.

Tablo 3. THP-1 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin miktarlari.

THP-1 eksozomu (250 uL)

Santrifiij sonrasi eklenen total hacim 250 uL

ug/mL 1898,15
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4.5.2. Inaktif Brucella suslar1 ile muamele edilen THP-1 hiicre hattindan eksozomlarmn
Bikinkoninik Asit Tahlili (Bicinchoninic Acid Assay, BCA) yontemi ile belirlenmesi

THP-1 eksozomlarinin BCA kiti ile konsantrasyonlari belirlendikten sonra inaktif
Brucella tiirlerine maruz birakilmig THP-1 hiicre hattindan kaynakli eksozomlarin
BCA kiti ile konsantrasyonlart belirlenmistir (Tablo 4). Kitteki standart degerleri
kullanilarak, standart egri grafigi olusturulmustur (Sekil 32). Elde edilen standart egri
grafigi sonucundan inaktif B. abortus kaynakli THP-1 eksozom konsantrasyonu
1886,7 ug/mL, inaktif B. melitensis kaynakli THP-1 eksozom konsantrasyonu 2022,7
ug/mL ve THP-1 eksozom konsantrasyonu 2393,3 ug/mL olarak belirlenmistir (Tablo
5).

Tablo 4. Eksozomlarin BCA analizi igin standart degerleri ve konsantrasyonlart.

Standart Konsantrasyonlar:
2,11 2000
1,233 1000

0,8465 500
0,4405 250
0,2775 125
0,185 62,5
0,143 31,25
0,1175 15,62
0,1025 7,81
0,1 3,905
0,098 1,9525
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Standart Konsantrasyonlari

2500

y =959,68x - 129,77
R>=0,9857
2000 {

1500
1000 —

500 '
-500
Sekil 32. Eksozomlarin BCA analizi i¢in standartlar kullanilarak hesaplanmis standart egri.

Tablo 5. Inaktif Brucella suslar ile muamele edilen THP-1 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin
miktarlart

Inaktif B. abortus kaynakli THP-1 | Inaktif B. melitensis kaynakli THP-1 THP-1 eksozom:
eksozomu (500 uL) eksozomu (500 uL) sozomu
Santnﬁlj' sonrasi eklenen 500 ul. 500 ul. 500 ul.
total hacim
ug/mL 1886,73 2022,75 2393,36

4.6. Inaktif Brucella Tiirleri ile Muamele Edilen THP-1 Kaynakh Eksozomlarin
Akan Hiicre Olger Cihaz ile Tetraspaninlerinin Analizi

Karboksilateks boncuklarla baglanan inaktif Brucella kaynakli THP-1
eksozomlart iizerinde akan hiicre 6l¢er cihazinda CD9, CD63 ve CD81 eksozom yiizey
belirtecleri analiz edilmistir. Analizler sonucunda Eksozomlar iizerinde CD81 ylizey
belirteclerinin varligr gdézlemlenmistir. Sadece THP-1 eksozomu iizerinde CDS§1
seviyesinin %43,6 B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomlarinda CDS81 ifadesinin

%41,2 diizeylerindeyken B.abortus kaynakli eksozomlarda CD81 ifadesinin de %60,8
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oraninda ¢iktig1 gézlemlenmistir (Sekil 33 ve 34).
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Sekil 33. Karboksilateks boncuklara baglanan eksozomlar i¢in akan hiicre dlger analizleri.
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Sekil 34. Karboksilateks boncuklara baglanan eksozomlar i¢in akan hiicre 6l¢er analizleri sonucunda
CDS81 yiizey belirteci ifadeleri (Kontrol eksozom: THP-1 kaynakli eksozom, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomu ve I-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomu).

4.7. Inaktif Brucella Tiirleri ile Muamele Edilen THP-1 Kaynakh Eksozomlarin
Western Blot Yontemi ile Analiz Edilmesi
B. melitensis ve B. abortus kaynakli THP-1 eksozomlarinin western blot analizleri
sonucunda eksozomlar {izerinde CD81 ifadesinin oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar
akan hiicre Olcer cihazi ile yapilan analizleri ile es deger olarak bulunmustur (Sekil

35).

MW MW

90 90 2

3
1

50 50 | 50
38 38
25 - 25

15 B

Ladder
Ladder

CD9 CD63 CD81

B. abortus kaynakh eksozom
B. abortus kaynakh eksozom

B. melitensis kaynakh eksozom
B. melitensis kaynakh eksozom

N
2 g
-
@ @
s =
g g
£ £
g 8
B
g £
2 3
T S
g o
o

Sekil 35. Eksozom karakterizasyonu i¢in western blot yontemi analiz goriintiisii.
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4.8. Canl Brucella Tiirlerinden izole Edilen Dis membran Vezikiillerinin (OMY)
Karakterizasyonu
4.8.1. Canli Brucella suslarindan kit ile izole edilen dis membran vezikiillerinin
(OMV) Bikinkoninik Asit Tahlili (Bicinchoninic Acid Assay, BCA) yontemi ile
belirlenmesi

Canli Brucella tiirleri iizerinden kit ile izolasyonu yapilan dis membran
vezikiillerinin (OMV) BCA kiti kullanilarak konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Tablo
6). Konsantrasyon belirlendikten sonra ortaya c¢ikan standart degerler kullanilarak

standart egri grafigi olusturulmustur (Sekil 36).

Tablo 6. D1 membran vezikiillerinin (OMV) BCA analizi i¢in standart degerleri ve konsantrasyonlar1

Standart Konsantrasyonlari
0,512 2000
0,295 1000

0,2 500
0,15 250
0,12 125
0,11 62,5

0,1 31,25

0,1 15,62
0,1 7,81
0,1 3,905

0,098 1,9525
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Standart Konsantrasyonlari

y =4851,6x - 467,92

0,2 0,3

R*>=0,9994 .

0,4 0,5 0,6

Sekil 36. Dis membran vezikiillerinin (OMV) BCA analizi i¢in standartlar kullanilarak hesaplanmis

standart egri.

Tablo 7. Canl1 Brucella suslarindan kit ile izole edilen dig membran vezikiillerinin (OMV) miktarlari.

Canli B. abortus OMV (1,5
mL)

Canli B. melitensis OMV (1,5
mL)

Canli E. coli OMV (1,5
mL)

Santrifiij sonrasi eklnen total
hacim

1,5mL

1,5mL

1,5mL

ug/mL

500

437,5

2783

4.8.2. D1g membran vezikiillerinin karakterizasyonu i¢in TRPS analizleri

Dis membran vezikiillerinin TRPS yontemi ile yapilan partikiil 6l¢iim

sonuglarinda dis membran vezikiillerinin ortalama partikiil boyutlar1 belirlenmistir.

Burada B. abortus bakterisinden izole edilen OMV’lerin 100-200 nm boyutlarinda B.

melitensis bakterisinden izole edilen OMV’lerin 80-160 nm boyutlar1 arasinda

bulundugu gézlemlenmistir (Sekil 37 ve 38).
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Sekil 37. B. abortus dis membran vezikiilleri TRPS analizi ile partikiil 6l¢tim sonuglart.
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Sekil 38. B. melitensis dig membran vezikiilleri TRPS analizi ile partikiil 6l¢iim sonuglari.

4.8.3 Dir boyasi ile isaretlenmis Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarinin ve canl
Brucella kaynakli OMV’lerin THP-1 hiicre hatti ile kiiltiirtinden akan hiicre 6lcer
analizleri

Eksozomlarin ve OMV’lerin takip edilebilmesi i¢in Dir boyasi isaretleme amaci
ile kullanilmustir. Isaretlenen eksozom ve OMV’ler THP-1 hiicrelerine verilmis ve Dir
boyasinin takibi akan hiicre dlger cihazi ile yapilarak yiizdesi belirlenmistir. Yapilan
caligma sonucunda inaktif B.melitensis kaynakli eksozomlarin hiicre i¢i aliminin diger
orneklere gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Bununla birlikte Brucella kaynakli
THP-1 eksozomlarmin canli Brucella kaynakli OMV’lere oranla daha fazla hiicre i¢ine

girdigi goriilmiistiir (Sekil 39).
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Sekil 39. THP-1 hiicre hatlarinin hiicre i¢i eksozom ve OMV alim1 (Kontrol eksozom: THP-1 kaynakli
eksozom, I-Ba-Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomu, i-Bm-Eksozom: Inaktif
B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomu, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV ve C-Bm-OMV:
Canli B.melitensis kaynaklt OMV, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***),

Inaktif B.melitensis ve inaktif B.abortus’un ve inaktif Brucella tiirleri kaynakl
THP-1 eksozomlarinin THP-1 hiicre hatt1 ile kiiltiire edilmesinden sonra hiicreler
iizerinde CD80, CD86, HLA-DR, CD163, CD169 ve CD206 yiizey belirteclerinin
ylizde ekspresyonlari akan hiicre dlcer cihazinda analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda CD80 ve HLA-DR yiizey belirteclerinin inaktif Brucella tiirlerinin
kendisine oranla inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarinin THP-1 hiicreleri

iizerinde istatistiksel olarak anlamli olarak arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis hiicre hatlarinin CD80, CD86, HLA-
DR yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-
1 hiicre hatti, I-Ba-Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1
hiicre hatt1, I-Bm: Inaktif B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1 ve I-Bm-Eksozom: Inaktif
B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatt1, p<0,05 *; p<0,01 **).

Ayni zamanda THP-1 hiicrelerinin CD169 yiizey belirtegleri incelendiginde
inaktif Brucella tiirleri ve inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarinin ayni oranda
artisa sebep oldugu goézlemlenmistir. Buna ek olarak CD206 yiizey belirteglerinin
inaktif Brucella tirlerine maruz kalan THP-1 hiicrelerinde inaktif Brucella kaynakl

THP-1 eksozomlarma maruz kalan THP-1 goére anlamli bir artis gosterdigi

gorlilmiistiir (Sekil 41).
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Sekil 41. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis hiicre hatlarinin CD163, CD169,
CD206 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis
THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis
THP-1 hiicre hatt1, I-Bm: inaktif B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1 ve I-Bm-Eksozom:
Inaktif B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatt1, p<0,05 *; p<0,01
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Canli Brucella ¢aligmalarina baslandiginda THP-1 hiicreleri canli B.abortus ve
B.melitensis ile enfekte edilmistir. Ek olarak THP-1 hiicreleri canli B.abortus ve
B.melitensis bakterilerinden izole edilen OMV’ler ile muamele edilmistir. Inkiibasyon
siireleri tamamlandiktan sonra THP-1 hiicrelerinde CD80, CD86, HLA-DR, CD163,
CD169 ve CD206 yiizey belirteglerinin analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda CD80, CD86 ve HLA-DR yiizey belirteclerinde sadece THP-1
hiicre hatt1 eklenen kiiltiir kuyularina goére farkli Brucella kosullarina maruz birakilan
hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlemlenmistir. Aynt zamanda
canli Brucella ile enfekte edilmis THP-1 hiicrelerinde istatistiksel artis oraninin OMV
ile muamele edilen THP-1 hiicrelerine oranla anlamli olarak fazla oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 42). Hiicrelerin CD169 yiizey belirteclerinin seviyeleri
incelediginde sadece THP-1 hiicrelerine oranla diger kosullarda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlemlenmistir. Canli Brucella tiirlerine maruz kalan hiicrelerin
OMV’lere maruz kalan hiicrelere oranla CD 1609 yiizey belirte¢ seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli bir artis bulunmustur (Sekil 43).
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Sekil 42. Canli B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis hiicre hatlarinin CD80, CD86, HLA-DR
yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatt1, C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre
hatti, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Bm:
Canli B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1 ve C-Bm-OMV: Canli B.melitensis kaynakli
OMYV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 **%*),
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Sekil 43. Canli B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis hiicre hatlarinin CD163, CD169, CD206
yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatt1, C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre
hatti, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Bm:
Canl1 B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1 ve C-Bm-OMV: Canli B.melitensis kaynakli
OMYV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 **%*),

THP-1 hiicreleri canli Brucella ile enfekte edildikten sonra kiiltiir ortaminda THP-
1 hiicrelerine giremeyen bakterilerin ortamdan elimine edilmesin i¢in gentamisin
kullanilmistir. Burada gentamisinin varliginin ve yoklugunun karsilastirilmasi adina
THP-1 hiicrelerinin canl1 Brucella tiirleri ile enfekte edilmesi kiiltiir kogulu gentamisin
icermeyen kiiltiir ortam1 olarak da hazirlanarak karsilastirma yapilmistir. Canli
Brucella tiirleri ile enfekte edilen THP-1 hiicre kiiltlirii kosullarininin gentamisin ile
muamele edilmesi sonucunda hiicreler iizerinde CD80, CD86, HLA-DR, CD163,
CD169 ve CD206 yiizey belirtecleri akan hiicre Olcer cihazinda analiz edilmistir.
Analizler sonucunda hiicreler iizerinde sadece THP-1 hiicrelerine gore Brucella tiirleri
ile enfekte olan THP-1 hiicrelerinde istatistiksel olarak artis gézlemlenmistir. Buna ek
olarak hiicreler gentamisin varliginda analiz edildiginde B.abortus bakterisinin
hiicreler tizerinde CD80, CD86 ve HLA-DR ifadelerini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalttig1 gosterilmistir (Sekil 44).
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Canh B.abortus Canh B.melitensis

N CD80+
CD86+
B HLA-DR+
:0,0003
ftand 50,0007 ‘
p:0,0005 .
p:0,0150
:0,0006
p:0,0194 0,001
p:0,0034 =
p:0,00375
:0,0002
40- p:0, -
40 p:0,0029
354
35 0,002
PO,
30

S 25+ D:O,.0.037
S
£ 20+ £:0,0003

£ 154

% ekspresyon

Kontrol C-Ba C-Ba+Gm Kontrol C-Bm C-Bm+Gm
Sekil 44. Canli B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hattinin gentamisin ile
muamele edilmesi sonucunda CD80, CD86, HLA-DR yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatti,
C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatti, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakl
OMYV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canli B.melitensis ile muamele edilmis THP-1
hiicre hatt1 ve C-Bm-OMYV: Canli B.melitensis kaynaklt OMV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti,
Gm: gentamisin; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***),

Brucella ile karsilasan hiicrelerin gentamisin varliginda CD163, CD169 ve CD206
ylizey belirteclerinin ifadelerine bakildiginda CD163 ve CD169 ekspresyonlarinda
sadece THP-1 hiicre hatlarina gore istatistiksel olarak artis gdzlemlenmektedir (Sekil

45).
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Sekil 45. Canli B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hattinin gentamisin ile
muamele edilmesi sonucunda CD163, CD169, CD206 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatti,
C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatti, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakl
OMYV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canli B.melitensis ile muamele edilmis THP-1
hiicre hatt1 ve C-Bm-OMYV: Canli B.melitensis kaynaklt OMV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti,
Gm: gentamisin; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***),
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Canli Brucella tiirleri ile enfekte olan THP-1 hiicrelerinin CD14 yiizey belirtegleri
akan hiicre Olcer cihazi sonuglarina goére analiz edildiginde hiicrelerin CD14
seviyelerinde anlamli bir istatistiksel artis gerceklesmistir. B.abortus ile enfekte
edilmis THP-1 hiicrelerinde gentamisin varliginda hiicrelerin CD14 seviyelerinin
gentamisin yokluguna oranla istatistiksel olarak azaldig1 gdsterilmistir. Ayni1 zamanda
Brucella tirlerinin OMV’lerine maruz birakilmis hiicrelerin canli Brucella ile
karsilagan hiicrelere oranla CD14 seviyelerinin istatistiksel anlamda azaldigi

bulunmustur (Sekil 46).
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Sekil 46. Canli B.abortus ve B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hattinin gentamisin ile
muamele edilmesi sonucunda CD14 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-1 hiicre hatti, C-Ba: Canli
B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatti, C-Ba-OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV’lere
maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canli B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt
ve C-Bm-OMV: Canli B.melitensis kaynakli OMV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, Gm:
gentamisin; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***),
4.8.4 Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) ve Nitrik Oksit’in (NO) akan hiicre
Olcer cihazinda analiz edilmesi

THP-1 hiicrelerinin farkli Brucella kosullarinda salgiladiklar1 ROS seviyeleri
analiz edildiginde sadece THP-1 hiicrelerine oranla canli B.abortus ile karsilasan
hiicrelerde %60, inaktif B.abortus ile karsilasan hiicrelerde %34,09, inaktif B.abortus
kaynakli THP-1 eksozomlarina maruz birakilmis hiicrelerde %33,18, canli B.abortus
OMV’leri ile karsilagan hiicrelerde %4,55, canli B.melitensis ile karsilagan hiicrelerde
%48, inaktif B.melitensis ile karsilasan hiicrelerde %25,23, inaktif B.melitensis

kaynakli THP-1 eksozomlarina maruz birakilmis hiicrelerde %36,36 ve canli
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B.melitensis OMV’leri ile karsilasan hiicrelerde %4,55’lik  bir azalma
gozlemlenmektedir (Sekil 47).

Hiicrelerin NO f{iretim kapasitelerine bakildiginda ise farkli Brucella kosullari
akan hiicre 6l¢er cihazinda analiz edildiginde THP-1 hiicrelerine oranla inaktif
B.abortus ile karsilasan hiicrelerde %30, inaktif B.abortus kaynakli THP-1
eksozomlarina maruz birakilmis hiicrelerde %42,5 ve canli B.melitensis ile karsilasan
hiicrelerde %25 oraninda artis gostermektedir. Bunlara ek olarak NO hiicre tliretim
kapasiteleri acisindan THP-1 hiicrelerine oranla canli B.abortus ile karsilagan
hiicrelerde %75, canli B.abortus OMV’leri ile karsilasan hiicrelerde %27,5, inaktif
B.melitensis ile karsilasan hiicrelerde %25, inaktif B.melitensis kaynakli THP-1

eksozomlarima maruz birakilmis hiicrelerde %25 azalma bulunmustur (Sekil 48).
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Sekil 47. Hiicrelerin farkli Brucella kaynaklar ile muamele edilmesi ile olusan ROS iiretim kapasiteleri
(MFTI: ortlama floresan yogunlugu)(Kontrol: THP-1 hiicre hatti, C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte
edilmis THP-1 hiicre hatt, I-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-
Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Ba-
OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canl
B.melitensis ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: Inaktif B.melitensis ile muamele edilmis
THP-1 hiicre hatt1, I-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis
THP-1 hiicre hatt1i ve C-Bm-OMV: Canl1 B.melitensis kaynakli OMV’lere maruz birakilmig THP-1
hiicre hatt1).
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Sekil 48. Hiicrelerin farkli Brucella kaynaklari ile muamele edilmesi ile olusan NO {iretim kapasiteleri
(MFTI: ortlama floresan yogunlugu)(Kontrol: THP-1 hiicre hatti, C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte
edilmis THP-1 hiicre hatt, I-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-
Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Ba-
OMV: Canli B.abortus kaynakli OMV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canl
B.melitensis ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Bm: Inaktif B.melitensis ile muamele edilmis THP-
1 hiicre hatti, I-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-
1 hiicre hatt1 ve C-Bm-OMV: Canli B.melitensis kaynaklt OMV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre
hatti).

Calismamizin bu asamasina kadar elde ettigimiz veriler Tablo 8’de
ozetlenmektedir.

Tablo 8. Kontrol grubu THP-1 hiicre hatti ile c¢alismada kullanilan diger kiiltiir kosullarinin
karsilastirilmast (C-Ba: Canli B.abortus ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatti, C-Bm: Canli
B.melitensis ile enfekte edilmis THP-1 hiicre hatt, I-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1
hiicre hatt1, I-Bm: Inaktif B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, C-Ba-OMV: Canl
B.abortus kaynaklt OMV’lere maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, C-Bm-OMV: Canli B.melitensis
kaynakli OMV’lere maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-Eksozom: Inaktif B.abortus kaynakli
THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, i-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli
THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatt1; istatistiksel olarak yukar1 oklar anlamli bir
artis1, asag1 oklar anlaml bir azalis1 ve ¢izgiler anlamlilik olmadigini gostermektedir).
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4.8.5 THP-1 hiicre hatlarinda inaktif Brucella tiirleri ve inaktif Brucella tiirleri
kaynakli eksozomlarin LPS varliginda akan hiicre dlger analizleri

Inaktif Brucella tiirleri ile karsilasan THP-1 hiicrelerinde CD80, CD86, HLA-DR,
CD163, CD169 ve CD206 yiizey belirteglerinin ifadelerini daha iyi karsilastirabilmek
adina LPS varliginda hiicreler akan hiicre dlger cihazinda analiz edilmistir. Analiz
sonuglarina gore inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomlarimin LPS varliginda
hiicreler tizerinde CDS80 yiizey belirteci seviyelerinde istatistiksel olarak artig
goriilmiistiir. Buna ek olarak inaktif B.melitensis ve inaktif B.melitensis kaynakli THP-
1 eksozomlar1 ile LPS varliginda karsilan hiicrelerde anlamli bir arti meydana

gelmistir (Sekil 49).
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Sekil 49. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlar1 ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmast sonucunda CD80 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatti, I-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, [-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatts, [-Bm: Inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, p<0,01 **).

Hiicrelerin CD86 seviyelerinde bakildiginda LPS varliginda gergeklestirilen hiicre
kiiltiirii kosullarinin hem inaktif Brucella tiirleri ile hem de inaktif Brucella kaynakli
THP-1 eksozomlart ile karsilastiklarinda ekspresyonlarini arttirdiklar: istatistiksel

olarak analiz edilmistir (Sekil 50).
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Inaktif B.abortus inaktif B.melitensis
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Sekil 50. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlari ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi sonucunda CD86 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, p<0,001 ***),

LPS varliginda hiicrelerde HLA-DR seviyeleri analiz edildiginde inaktif
B.abortus bakterisine maruziyetin istatistiksel agidan anlamli bir artig gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda inaktif B.melitensis ve inaktif B.melitensis bakterilerine
maruz birakilmig THP-1 kaynakli eksozomlar ile karsilagan hiicrelerde istatistiksel

acidan anlamlilik goriilmistiir (Sekil 51).
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Sekil 51. inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlar ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi sonucunda HLA-DR yiizde ekspresyonu (Kontrol:
THP-1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-Eksozom:
Inaktif B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmug THP-1 hiicre hatti, I-Bm: Inaktif
B.melitensis ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1 ve i-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli
THP-1 eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatt1, p<0,01 **; p<0,001 **%*),
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Inaktif Brucella tiirleri kaynakli THP-1 eksozomlar1 ile LPS varliginda muamele
edilen THP-1 hiicre hatlarinda istatistiksel agidan LPS yokluguna gore bir artig
gozlemlenmistir. THP-1 hiicrelerinde CD206 yiizey belirtegleri analiz edildiginde
Inaktif Brucella tiirleri kaynakli THP-1 eksozomlarinin hiicrelerle karsilastiklari
kosullarda LPS varliginda istatistiksel agidan bir artis gézlemlenmistir (Sekil 52).
Hiicrelerin CD169 seviyeleri analiz edildiginde her iki bakteri ve eksozom tiirii i¢inde
LPS varliginda anlamli bir artis gdzlemlenmistir (Sekil 53). Ayn1 zamanda inaktif B.
abortus kaynakli THP-1 eksozomu ile karsilagan hiicrelerin LPS ile uyarilmasi
durumunda CD206 yiizey belirte¢ ekspresyonunda istatistiksel bir artis bulunmustur

(Sekil 54).
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Sekil 52. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlar1 ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi sonucunda CD163 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatt1, I-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatt1, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, p<0,01 **; p<0,001 ***),
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inaktif B.abortus inaktif B.melitensis
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Sekil 53. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlari ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi sonucunda CD169 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: Inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 **%*),
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Sekil 54. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlari ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmas1 sonucunda CD206 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatt, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatt1, p<0,01 **; p<0,001 ***),

Inaktif Brucella kaynakli THP-1 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda LPS varhginda
hiicrelerin CD14 yiizey belirteclerine bakildiginda inaktif B.abortus bakterisi ile
muamele edilmis THP-1 hiicrelerinde istatistiksel bir artis gdzlemlenmistir. Buna ek
olarak inaktif melitensis kaynakli THP-1 eksozomlar1 ile muamele edilen THP-1 hiicre
hattinda LPS ile uyarim gerceklestirildiginde anlamli bir artis meydana gelmektedir
(Sekil 55).

70



CD14+

80- - 80- -
o [p0,0157) 60 p:0,0151 p.‘O,‘;;)OS
- %
c [ Z
o o /
2 40+ g %
g8 5 %
@ ) %
2 $ 7
[} o /
o 20 < /
) %
’
o_ L] 4
> o2 P 2
BRSPS
& & pe ‘_fao
o&‘ N 'b'(o O'vo
{‘ \9 g‘}g
&

Sekil 55. Inaktif B.abortus ve B.melitensis ve Brucella kaynakli THP-1 eksozomlar1 ile muamele
edilmis THP-1 hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi sonucunda CD14 yiizde ekspresyonu (Kontrol: THP-
1 hiicre hatt1, i-Ba: Inaktif B.abortus ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti, I-Ba-Eksozom: Inaktif
B.abortus kaynakli THP-1 eksozomuna maruz birakilmis THP-1 hiicre hatti, I-Bm: inaktif B.melitensis
ile muamele edilmis THP-1 hiicre hatti ve I-Bm-Eksozom: inaktif B.melitensis kaynakli THP-1
eksozomuna maruz birakilmig THP-1 hiicre hatti, p<0,01 **; p<0,001 ***),
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5. TARTISMA VE SONUC

Bruselloz, diinya ¢apinda yaygin bir zoonotik hastalik tiiriidiir. Hastaligin
gelismesine Brucella organizmalar1 sebep olmaktadir. Brucella gram negatif fakiiltatif
bir bakteri ¢esididir. Bu tiir patojenler konagin bagisiklik sistemini modiile ederek
oncelikle dogal bagisiklik sisteminden daha sonra da edinsel/adaptif bagisiklik
sisteminden kagma konusunda basarilidirlar. Brucella bakterilerinin kronik enfeksiyon
olusturma yetenekleri bulunmaktadir. Farkli viriilans faktorlerini ifade ederek konagin
immiin sisteminden c¢esitli stratejiler dogrultusunda kagarak bulunduklar1 yerde
hayatta kalip cogalmay1 bagarmaktadirlar.

Dis membran vezikiilleri (OMV’ler) gram negatif bakteriler tarafindan cift
katmanl lipid zar yapisindan tomurcuklanarak meydana gelen yapilardir. Yapilarinda
DNA, peptidoglikan, toksinler, enzimler, proteinler, LPS ve dis membran proteinleri
bulundurmaktadirlar. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iletisimde bir dizi fizyolojik siiregte gérev
almaktadirlar.

Eksozomlar ortalama ~100 nm ¢apindaki tiim hiicreler tarafindan {iiretilen hiicre
dis1 vezikiillerdir (EV). RNA, DNA, protein ve lipit yapilarini tagiyarak hiicreler arasi
otokrik ve parakrin iletisimlerin ger¢eklesmesini saglamaktadirlar.

THP-1 hiicre hatt1 insan monositik hiicre hattidir. Genel olarak insan makrofajina
alternatif olarak kullanilmaktadirlar. THP-1 monositik hiicreleri farklilasabilecekleri
spesifik uyaricilara maruz kaldiklart zaman M1 ve M2 dahil makrofaj gruplarina ve
cesitli fonksiyonel makrofaj alt tiplerine polarize olabilecek bir sistem gorevi
gormektedir.

Antijen sunan hiicreler, T hiicrelerini aktiflestirebilmek i¢in antijenlerin sunumun
yani sira es uyaran sinyallerine ihtiya¢ duymaktadirlar. CD80 ve CD86 yiizey
belirtecgleri antijen sunan hiicrelerde ifade edilmektedirler. Ayn1 zamanda HLA-DR
ylizey belirtecleri de antijen sunumunda ve bununla beraber adaptif bagisiklik
yanitinin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. HLA-DR Major Histokompatibilite Kompleksi
Siif II (MHC Sinif II) molekiillerinden biridir ve CD4+ T hiicre gruplarina antijen
sunumunda gorev almaktadirlar.

Calismamiz sonucunda elde edilen verilere gore THP-1 hiicrelerinin inaktif

Brucella tiirleri, canli Brucella tiirleri, inaktif Brucella kaynaklt THP-1 eksozomlar1
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ve canli Brucella OMV’leri muamele edilmesi sonucunda CD80, CD86 ve HLA-DR
ylizey belirteclerinin ifadelerine bakilmistir.

Dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcast olan monositler/makrofajlar
patojenlere karsi oncelikli savunma mekanizmasinda rol oynamaktadirlar. Antijen
sunumu yaparak ve ayn1 zamanda fagositoz mekanizmasini kullanarak bagisikligin
korunmasini ve diizenlenmesini saglamakta gorev alirlar (Weiss & Schaible, 2015).
Monosit hiicre grubunun doku mikrogevresine bagl olarak polarizasyon yetenekleri
degismektedir. M1 makrofajlar, pro-inflamatuar sitokinler iireten klasik
makrofajlardir. Gorevleri patojenleri ortamdan elimine etmektir. Bununla birlikte doku
hasarina da neden olabilmektedirler. IL-12, TNF-a, CCL15, IL-1B, CXCL13, IL-18,
CCL20, ve CXCLS8-11 gibi kemokinlerin ve sitokinlerin iiretilmesi sayesinden tip 1
bagisiklik yanmitin1 aktive edebilmektedirler. M2 makrofajlar anti-inflamatuar
sitokinler tiretmektedirler ve ana gorevleri inflamasyonu baskilamaktir. Buna ek olarak
doku onarimmi ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadirlar (Martinez, Helming &
Gordon, 2009). M2 makrofajlar1 ise tip 2 bagisiklik yanitlarini aktive ederler (Han ve
ark., 2013).

Literatiire bakildiginda bir¢ok hastalik icin M1/M2 polarizasyonu tanimlanmuistir.
Buna ragmen Brucella enfeksiyonu i¢in net bir tanimlama bulunmamaktadir (Dey,
Allen, & Hankey-Giblin, 2015). Yapilan bir ¢calisma iizerinde Brucella enfeksiyonu
nedeniyle bruselloz geciren hastalar {izerinde monositler M1 ya da M2 makrofajlarina
polarize olma potansiyellerinin bozuldugu gosterilmektedir (Wang ve ark., 2017).
Ancak bruselloz hastalarinda Brucella bakterisinin makrofaj polarizasyonuna etkisi
heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

Arastirmamiz kapsaminda THP-1 monositik hiicrelerine inaktif Brucella tiirleri,
canlt Brucella tiirleri, inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlar1 ve canli Brucella
OMV’leri muamele edilmesi sonucunda CD80, CD86 ve HLA-DR ekspresyonlarinda
artls gdzlemlenmistir. Inaktif Brucella tiirleri ve inaktif Brucella kaynakli THP-1
eksozomlarmin THP-1 hiicrelerine olan etkisi karsilagtirdiginda eksozom eklenen
kosullarin CD80 ekspresyonunda daha yiiksek bir artisa sebep oldugu gézlemlenmistir.
Bu da inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarinin THP-1 monositik hiicrelerini
antijen sunumuna daha hizli yonlendirebilecegini diislindiirmektedir. Buna benzer

olarak HLA-DR seviyesinde de eksozomla karsilagsan hiicre grubunda ekpresyonun
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daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Burada goriilen durumda HLA-DR seviyesinin
eksozom eklenen kosullarda artis gostermesi negatif bir sonug¢ olarak goriilebilir.
Bunun sebebi Brucella enfeksiyonun HLA-DR seviyesinin artmasi immiin sistemin
CD4 T hiicreleri araciligi ile enfeksiyona yardim etmesinden kaynaklidir. Bu sebeple
eksozomlarin HLA-DR seviyesindeki artis1 negatif bir sonu¢ olarak yorumlanabilir.
Bunun yani sira calismamizda canli Brucella tiirleri ile karsilasan hiicreler ve canli
Brucella OMV’leri ile karsilasan hiicrelere bakildiginda durum farkli yonde
seyretmektedir.

Canli Brucella tiirleri ile enfekte edilen ve OMV’lere maruz kalan THP-1 hiicrelerine
bakildiginda Canli Brucella ile karsilasan hiicrelerde CD80, CD86 ve HLA-DR
seviyelerindeki artigin daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebinin Brucella
bakterilerinin LPS’inin klasik gram negatif bakteri tiirlerinden farkli olarak etki
gostermesinden ve zay1f TLR4 aktivasyonu saglamasinin sonucu oldugu diisiintilebilir.
Burada CD80 ve CD86 seviyesinin antijen sunumu ig¢in artis gdstermesi immiin
sistemin dogal olarak gergeklestirecegi bir durum olarak kabul edilebilir. Buna ek
olarak OMYV eklenen kosullarda HLA-DR seviyesinin canli Brucella ile enfekte olan
THP-1 hiicrelerine gore anlamli bir diislis gdstermesi, immiin sisteme Brucella
bakterilerinin tanitilabilmesi acisindan asiya yonelik kullanilabilecek OMV’lerin
iiretilebilmesi agisindan anlamli bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

M2 makrofaj grubunun belirteci olarak CD163 ve CD206 bir transmembran
reseptOriidiir. Patojenlerin taninmasi, fagosite edilmesi ve eliminasyonunda rol
oynamaktadirlar. CD169 yiizey belirteci bir diger adi ile Siglec-1 olarak da
isimlendirilmektedir. Immiin hiicreler arasi etkilesimlerde &nemli rol oynamaktadirlar.

Yapilan bir ¢alismada Brucella enfeksiyonu olan hastalarda bulunan M2 tip
makrofajlarda CD163 ekspresyonun, kontrol saglikli bireylere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu, ayn1 zamanda M2 makrofajlardaki CD206 ylizey
belirteclerinin ifadesinde herhangi bir anlamlilik bulunmadig1 gdsterilmistir (Wang ve
ark., 2017).

Literatiirde bulunan bir diger calismada Brucella enfeksiyonu sonucunda bazi
makrofaj popiilasyonlarindaki degisimler analiz edilmis ve bulgularinda CD169 hiicre
yiizey belirteglerinin ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Yine ayni ekibin yaptig1 bir

caligma lizerinde B. abortus ve B.suis ile enfekte edilmis olan C57BL/6 farelerindeki
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marjinal zon makrofajlart (dalakta marjinal zon denilen bolgede bulunurlar) iizerinde
CD169 ekspresyonlar1 analiz edilmis (Machelart ve ark., 2017).

Calismamiz kapsamindaki bulgulara bakildiginda CD163 ve CD206 seviyelerinin
belirli bir oranda sadece THP-1 hiicresine gore canli Brucella tiirleri ile muamele eden
kosullarda inaktif Brucella eklenen kosullara gore arttigr gézlemlenmistir. Buna ek
olarak eksozom ve OMV eklenen kosullarda daha sinirli bir artis gézlemlenmistir.
Hiicrelerin CD169 seviyeleri incelediginde inaktif Brucella ile muamele edilen hiicre
gruplarinda canli Brucella ile enfekte edilen hiicrelere gore artis daha fazla
goriilmiistiir. Bu Brucella bakterilerinin canli olan hiicre kiiltiirii kosulu igin
bakterilerin immiin sistemden kagis stratejisi ile uyumludur. LPS ile uyarilan
hiicrelerde ise CD163, CD169 ve CD206 seviyelerindeki artisin beklenildigi gibi
arttig1 goriilmiistiir.

Canli Brucella tiirleri ve inaktif Brucella tirlerinin CD169 seviyelerindeki bu
degisimin sebebinin inaktif Brucella kaynakli kosullarda, CD169 seviyelerini canli
Brucella’ya oranla anlaml olarak artis goriilmesinde THP-1 hiicrelerinin inaktif
bakteri tizerindeki LPS’leri kolayca tanimasi sonucu oldugu diisiiniilebilir. Buna ek
olarak canli Brucella bakterileri kacis stratejilerini gerceklestirdiginden hiicrelerin
CD169 ifadeleri lizerinde etki gostererek daha az miktarda artis gerceklestirdikleri
gOrilmistir.

Calisgmamiz kapsaminda ayn1 zamanda OMV ile muamele edilen THP-1
hiicrelerinde inaktif Brucella tiirleri ve canli Brucella tiirlerine gore artisin daha az
oldugu ve bunun da CD80 ve CD86 seviyesinin de diger gruplara gére OMV ile
muamele edilen kosullarda daha az olmasi ile birlestirilmesi ile THP-1 hiicreleri
iizerinde OMV etkisinin hiicreleri uyaracak kadar etkili oldugu ve buna ek olarak diger
gruplar kadar hiicreleri aktive etmedigi gosterilmistir.

Immiin sistemin patojenler tarafindan uyarilmasi sonucu olarak CD14
ekspresyonu enfeksiyon baslangicindan itibaren hizla artmaktadir. Literatiire
bakildiginda bir ¢aligmada bruselloz hastalar {izerinde CD14 seviyelerinin saglikli
kontrol gruplarina gore anlamli oranda arttig1 gosterilmistir (Yanik, 2024). Bu sonug
calismamizdaki CD14 ifadelerindeki artis ile uyumludur. Kosullar arasindaki farklara
bakildiginda CD14 ekspresyon seviyelerinin canli Brucella ile karsilasan hiicrelerde

en ¢ok artis1 gosterdigi bunu takiben inaktif Brucella kaynakli THP-1 eksozomlarinin
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hiicreler lizerindeki CD14 seviyelerindeki artisin inaktif Brucella tiirlerine gore fazla
oldugu gozlemlenmistir. Burada yine OMV’ler ile karsilagsan THP-1 hiicrelerindeki
artisin diger gruplara gore az fakat sadece THP-1 hiicrelerine gore fazla olmasi
OMV’lerin hiicrelerin uyarilmasi adina yeterli olabilecegini gostermektedir.

Normal kosullarda monosit ve makrofaj hiicre gruplar1 bakteriyel bir enfeksiyona
maruz kaldiklarinda NO ve ROS iireterek bakterilerin ortamdan elimine edilmesini
saglamaktadirlar. Ancak Brucella kaynakli enfeksiyonlarinda Brucella bakterileri
hiicre i¢i patojen olarak bu savunma hattindan kagabilmek iizere evrimlesmislerdir.
Literatiirdeki bulgular Brucella enfeksiyonun THP-1 hiicreleri tizerindeki ROS ve NO
seviyelerini diiglirdiigiine dair kanitlar sunmaktadir (Cong ve ark., 2020; Shengnan,
Yajun, Jiang, Meihua, & Yuanzhi, 2021). Calismamizda THP-1 hiicrelerindeki ROS
seviyelerinin Brucella tiirleri ile karsilastiklarinda literatiir ile uyumlu olarak
azaldigim1 gostermektedir. Bunun bakteri icin iyi olsa da immiin sistem i¢in kotii
oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak canli Brucella kaynakli OMV kosullarinda
hiicrelerin ROS seviyelerinde THP-1 hiicrelerine gore bir azalma gostermedigi
goriilmistiir. Bu sonu¢ OMV kosullarinin makrofajlarin aktiflesebilmesi i¢in bir ortam
hazirladig1 anlamina gelmektedir. Buna ek olarak canli B.abortus bakterisinin hiicreler
tizerinde NO iiretim kapasitesini diistirdiigii gdzlemlenirken B.meltensis bakterisinin
NO seviyesini diisiirmedigi gdzlemlenmistir. Burada ayn1 zamanda B.abortus kaynakli
OMV’lerinde NO iiretim kapasitesini azalttigr gézlemlenmis ve inaktif B.melitensis
kaynakli eksozomlarinda NO seviyelerini diisiirdiigii analiz edilmistir.

B.abortus ve B.melitensis hiicre iginde benzer mekanizmalar ile hareket
etmektedir. Fakat buna ragmen monosit ya da makrofajlar lizerinde NO ve ROS

iiretimini baskilama da gdsterebilmektedirler.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR
ahpC&D: Alkil Hidroperoksit Rediiktaz (Alkyl Hydroperoxide Reductase)
ALR: AIM2 benzeri Reseptoerler (AIM2-like Receptors)
APC: Antijen Sunan Hiicreler (Antigen-Presenting Cells)
BCV: Brucella igeren Vakuol (Brucella-Containing Vacuole)
BiP: Baglayic1 Immiinoglobulin Proteini (Binding Immunoglobulin Protein)
BSA: Sigir Serum Albiimini (Bovine Serum Albumin)
BtpA: Brucella TIR Domain igeren Protein A (Brucella TIR domain-containing
Protein A)
BtpB: Brucella TIR Domain igeren Protein B (Brucella TIR domain-containing
Protein B)
bvfA: Brucella Viriilans Faktorii (Brucella Virulence Factor)
C-DCFDA: 2',7"-Diklorodihidrofliiorescein diasetat (2',7'-
Dichlorodihydrofluorescein diacetate)
CFU: Koloni Olusturan Birim (coloni forming unit)
c¢GAS: Siklik GMP-AMP Sentaz (Cyclic GMP-AMP Synthase)
CLR: C tipi Lektin Reseptoleri (C-type Lectin Receptors)
cydDCAB: Sitokrom Oksidaz (Cytochrome Oxidase)
CBG: Siklik Beta-1, 2 — Glukan (Cyclic Beta-1,2-Glucan)
DAF-DA: 4,5-Diaminofluorescein diasetat soliisyon (4,5-Diaminofluorescein
diacetate)
DH: Dendritik Hiicreler (Dendritic Cells)
Dir: floresans 1,1-dioktadesil-3,3,3,3-tetrametilindotrikarbosiyanin iyodiir
(Fluorescent 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindotricarbocyanine lodide)
DMSO: Dimetil Siilfoksit (Dimethyl Sulfoxide)
DNA: Deoksiriboniikleik Asit (Deoxyribonucleic Acid)
eBCV: Endosomal Brucella Igeren Vakuol (Endosomal Brucella-Containing Vacuole)
ECL: Gelistirilmis Kemiliiminesans (Enhanced Chemiluminescence)
EEAL1: Erken Endozom Antijeni 1 (Early Endosome Antigen 1)
EpCAM: Epitel Hiicre Adezyon Molekiilii (Epithelial Cell Adhesion Molecule)
ER: Endoplazmik Retikulum (Endoplasmic Reticulum)
EV: Hiicre Dis1 Vezikiiller (Extracellular Vesicles)
FBS: Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)
HRP: Yaban turpu peroksidazi (Horseradish Peroxidase)
Hsp60: Is1 Soku pProteini 60 (Heat Shock Protein 60)
IFN-y: Interferon Gamma
IgG: immiinoglobulin G
IL: Interldkin (Interleukin)
IRE1: Inozitol Gerektiren Enzim 1 (Inositol-Requiring Enzyme 1)
IkBa: kB Protein Alfa Inhibitorii (Inhibitor of kB Protein Alpha)
Ixk: IkB Kinaz (IxB Kinase)
LPS: Lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide)
MAL: MyD88-Adaptdr Benzeri (MyD88-Adaptor-Like)
MFU: McFarland Standardi
MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)
MYV: Membran Vezikiilleri (Membrane Vesicles)
MYVB: Ge¢ Endosom (Late Endosome)
MYd88: Miyeloid Farklilasma Yanit Geni 88 (Myeloid Differentiation Primary
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Response Gene 8§8)

NF-kB: Aktive B hiicrelerinin kappa hafif zincir arttiricisinin Niikleer Faktorii
(Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NK: Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer Cells)

NLR: NOD-benzeri Reseptor (NOD-like Receptors)

NO: Nitrik Oksit (Nitric Oxide)

norD: Nitrik Oksit Rediiktaz (Nitric Oxide Reductase)

NP-2: Notrofil Peptit 2 (Neutrophil Peptide 2)

OMP: Dis Zar Protein (Outer Membrane Protein)

OMYV: Dis Membran Vezikiilleri (Outer Membrane Vesicles)

PAMP: Patojen ile Iliskili Molekiiler Paternler (Pathogen-Associated Molecular
Patterns)

PBS: Fosfat Tamponlanmis Tuz Cozeltisi (Phosphate-Buffered Saline)

PM: Plazma Membrani (Plasma Membrane)

PMA: Forbol 12-Miristat 13- Asetat (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)

PMN: Polimorfoniikleer Hiicreler (Polymorphonuclear Cells)

PrPC: Hiicresel Prion Proteini (Cellular Prion Protein)

PRR: Oriintii Tanima Reseptdrleri (Pattern Recognition Receptors)

PVDF: Poliviniliden Floriir (Polyvinylidene Fluoride)

Rab5: Ras ile iligkili protein Rab-5 (Ras-related protein Rab-5)

RIPA: Radyo-Immiinopresipitasyon Testi (Radio-Immunoprecipitation Assay)
RLR: RIG-I benzeri Reseptorler (RIG-I-like Receptors)

RNA: Riboniikleik asit (Ribonucleic Acid)

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species)

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Sodium
Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

STL: Sitotoksik T Hiicresi (Cytotoxic T Cell)

T4SS: Tip IV Salgi Sistemi (Type IV Secretion System)

TBS-T: Tween-20 igeren Tris-Tamponlu Salin (Tris-Buffered Saline with Tween-20)
TepB: TIR iceren protein B (TIR-containing protein B)

TE: Trofoblastik Hiicreler (Trophoblastic Cells)

Thl: T Yardimer Hiicre Tipi 1 (T Helper Type 1 Cells)

TIR: Toll/IL-1 Reseptdr (Toll/Interleukin-1 Receptor)

TIR: Toll/interldkin-1 reseptorii (Toll/Interleukin-1 Receptor)

TIRAP: Toll-IL-1 Reseptér Alami igeren Adaptor Protein (Toll-IL-1 Receptor
Domain-Containing Adaptor Protein)

TLR: Toll Benzeri Reseptor (Toll-like Receptor)

TNF-0: Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha)

TRPS: Ayarlanabilir Direngli Darbe Algilama (Tunable Resistive Pulse Sensing)
UPR: Katlanmamis Protein Yanit1 (Unfolded Protein Response)

VceC: Viriilans ile iligkili kromozomal olarak kodlanmis C proteini (Virulence-
associated chromosomally encoded C protein)

Vir: Virulans Protein (Virulence Protein)

VjbR: VirB ile iliskili diizenleyici (VirB-associated regulator)

XBP1: X-box Baglayici Protein 1 (X-box Binding Protein 1)
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8. TESEKKUR

Stajerligimden yiiksek lisans siirecime, yiiksek lisans siirecimden tez siirecime
kadar bana yalnizca akademik rehberlik saglamakla kalmayip, anlayisi, sabri ve
destegi ile her zaman yol gosteren degerli danismanim Prof. Dr. H. Barbaros ORAL’a
en icten tesekkiirlerimi sunarim. Akademik gelisimime katkilar1 sayesinde bu siireci
daha ogretici ve verimli bir hale getirdim. Tiim emegi i¢in minnettarim.

Tez projemde yer alan Dog. Dr. Digdem YOYEN ERMIS’e stajerligimden bu
yana bilimsel merakimi canli tutmami saglayan yonlendirmeleri ve zor zamanlarimda
gosterdigi anlayis ve destegi i¢in tesekkiir ederim.

Boliimiimiiziin kiymetli hocalarindan ve tez projemde yer alan, desteklerini hi¢bir
zaman esirgemeyen, anlayisli, motive edici yaklasimi i¢in Dr. Ogr. Uyesi S. Haldun
BAL’a en igten sekilde tesekkiir ederim.

Ek olarak tez projemde yer alan mikrobiyoloji alani ile ilgili desteklerini ve
bilgilerini her zaman benimle paylasan Prof. Dr. Ciineyt OZAKIN’a ve Dog. Dr.
Nazmiye Ulkii TUZEMEN e bana sagladiklar1 destek igin tesekkiir ederim.

Ayrica bu zamana kadar ki biitiin deney siireclerimde, psikolojik savaslarimda,
gozlerim doldugunda ya da immiinoloji laboratuvarina girdigim giinden beri yliziimii
giiliimseten her siirecte yanimda olduklar i¢in basta ablam Gozde ARSLAN,
Fatmanur DUNDAR ve tiim ekip arkadaslarima tesekkiir ederim.

Liseden bu zamana kadar her mutlulugumu, derdimi rahatca anlattigim her zaman
canla bagla yanimda olmaya devam eden biitiin telefonlarima cevap verip saatlerce
anlattigim her seyi sabirla dinleyen canim arkadasim Ece ORHAN DUVAR ’a yiiksek
lisans siirecimde de yanimda oldugu i¢in tesekkiir ederim.

Her zaman diistiiglimde beni kaldiran, kim oldugumu, inadimi hatirlatip beni
kendime getiren sevindigimde benim goziimdeki 1s1k ile mutlu olan aileme, annem
Emine ESEN, babam Hakan ESEN, kardesim Erol Efe ESEN’e maddi, manevi tiim
destekleri icin tesekkiir ederim.

Yillardir biitiin kahrimi ¢ekip, ruh 90alimi her zaman hisseden, beni desteklemeye
devam eden, her zaman ¢ok anlayislt davranarak beni hep ayakta tutan hem psikolojik
hem fiziksel olarak hep yanimda, arkamda, her baktigim yerde buldugum hayat
arkadasim, nisanlim Ilgm KIiREZ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Calismamiz, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan 2225919 Numarali proje ile desteklenmistir. Projeye verdigi destekten Gtiirii
TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Ek olarak bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan TYL-2024-1666 numarali lisansiistii tez projesi ve TAY-
2022-601 numaral1 altyap1 projesi ile desteklenmistir. Projeye verdigi destekten otiirii
BUU BAP birimine tesekkiirlerimi sunarim.
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9. 0ZGECMIS

Adi- Soyadi: Ceren ESEN

Dogum Yeri- Tarihi:

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lisans: Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen ve Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii (2017-2021)

Yiiksek Lisans: Bursa Uludag Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tip
Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dal1 (2022-Halen)

e-posta:

Adres: Bursa Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dali 16059,
Goriikle Kampiis/Bursa/TURKIYE

ULUSAL/ ULUSLARARASI SUNUMLAR:

Doku Yerlesik/Infiltre Makrofajlarin Izolasyonu ve Organ Nisleri Korunarak
Gergeklestirilen 3 Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Ortaminda Biiytitiilmesi,
Diindar F., Etgii O., Esen C., Yagcioglu B., Ozalp E., Oral B., Yéyen Ermis D., 2023,
XXVI. Ulusal immiinoloji kongresi Poster Sunumu

Inaktif Brucella ve Inaktif Brucella’ya Maruz Birakilmis Makrofajlardan Koken
Alan Eksozomlarin Makrofaj Polarizasyonuna Etkisi,
Esen C., Bal H., Tiizemen U., Ydyen-Ermis D., Ozakin C., Oral B., 2024, 5.
Uluslararast As1 Bilimi Kongresi S6zlii Sunum

Can Exosomes Isolated from Erythrocyte Suspensions Lead to Suppression of T
Lymphocyte Proliferation?
Bal H., Yoyen-Ermis D., Arslan G., Esen C., Aydin Y., Aytogu G., Yesilbag K., Heper
Y., Oral B., 2024, Extracellular Vesicle Conference Poster Sunumu

Eritrosit Siispansiyonlarindan Elde edilen Eksozomlarin T lenfosit Proliferasyonu
tizerindeki etkisinde l6korediiksiyonun rolii.
Bal H., Yoyen-Ermis D., Arslan G., Esen C., Aydin Y., Aytogu G., Yesilbag K., Heper
Y., Oral B., 2024, XVII Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi Sozlii
Sunum (En iyi 1. S6zIi bildiri 6diilit)

Development of Ara-C Loaded Exosomes: Next-Generation Nanotherapeutic
Approaches in AML Therapy.
Atmaca S., Mugaj S., Esen C., Ozkiiciik Y., Demir E. T., Eylem C., Nemutlu E.,
Y&yen-Ermis D., Esendagli G., Timiir S. S., 2025, JOINT EUFEPS — OPhG
MEETING So6zlii Sunum
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