T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK PATOLOJiSi ANABILiM DALI

KOYUNLARDA ENSEFALITIiK LISTERIOZiS HASTALIGINDA PATOLOJIK
VE iIMMUNOHISTOKIMYASAL iNCELEMELER

Sait VARLI

VETERINERLIK PATOLOJIiSIi TEZLi YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

ADANA-2024



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK PATOLOJiSi ANABILiM DALI

KOYUNLARDA ENSEFALITIiK LISTERIOZIS HASTALIGINDA PATOLOJIK
VE iIMMUNOHISTOKIMYASAL iNCELEMELER

Sait VARLI

VETERINERLIK PATOLOJIiSIi TEZLi YUKSEK LISANS PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMANI
Prof. Dr. Mehmet HALIGUR

ADANA-2024



KABUL VE ONAY

it



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY .ottt ettt ettt ettt ettt st e st eeeas ii
ICINDEKILER ...t iii
TESEKKUR .....oouimiuiuieeeeeeeeeeeeee e iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ......ocoiviiiiiiieeeeeeeeeeceeeeee e v
SEKILLER DIZINT ..o vi
OZET ettt ettt ettt ettt b e st aees viii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et st st saaeeneens X
L GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER ......coutiiiiiiiiieiintineicstissie ettt 3
3. GEREC Ve YONTEM ..ottt nenennas 8

3.1. Materyal ve HiStOPatOolOji.......eeeeueieriiieniiiiiiieeniee ettt 8

3.2. ImmUuNOhiStoKimya YONtEMI.........c.ovevivvereieeeeeeieeceeeeesese e sesae e senas 8

3.3, IStAtIKSEl ANALIZ ....cv.vvveeececeeeeeeeee ettt en s senans 9
4. BULGULAR ...ttt st 10

4.1. Makroskobik Bulgular...........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiieeie et 10

4.2. Mikroskobik Bul@ular ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeteeeeeee e 10

4.3. Immunohistokimyasal BUIZUIAT .................ccoevevrueiierieiieeieeeie e 11
S.TARTISMA Lottt st ettt et sbeesane e 16
6. SONUC VE ONERILER ........ccoiuitiiiiieeieieieteeceete et 20
T KAYNAKLAR ...ttt ettt ettt et aeeebeesaeeeas 21
OZGECMIS ..o 28

il



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢alismam sirasinda degerli katkilarini esirgemeyen danisman
hocam Saymn Prof. Dr. Mehmet HALIGUR’e, Anabilim Dalimiz gretim iiyelerinden
Prof. Dr. Ahmet AYDOGAN’a ve Dog. Dr. Mehmet Onder KARAYIGITe;
immunohistokimyasal boyamalarinda desteklerini esirgemeyen Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Ozlem
OZMEN’e; tez siiresince bilimsel dneri ve yardimlarindan dolayr Cukurova Universitesi
Ceyhan Veteriner Fakiiltesi dgretim iiyelerinden Prof. Dr. Ayse HALIGUR ’e; Cukurova
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiine tesekkiir ederim. Ayrica tez ¢aligmam boyunca
bana yardimci olan ve bana katlanan sevgili esim Aysegiill VARLI'ya, kizim Asya
VARLI’ya tesekkiir ederim.

v



Lm
GFAP
iNOS
8-OHdG
NaCl
GIS

SSS
Apat-1
ATP
LLO
NF-kB
MAP Kinaz
ROS
DNA
oS

NO
EDRF
NOS
NADPH
nNOS
eNOS
HxE
IHC
PBS
AEC
DAB
SD
MMP-9

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Listeria monocytogenes

Glial Fibrilary Acidic Protein
Inducible Nitric Oxide Synthase
8-hydroxy-2' -deoxyguanosine
Sodyum Klortir

Gastrointestinal sistemde

Santral Sinir Sistemi

Apoptoz Aktive Edici Faktor 1
Adenozin Trifosfat

Listeriolysin O

Niikleer faktor kappa B

Mitojenle Aktiflestirilen Protein Kinaz
Reaktif Oksijen Tiirleri
Deoksiribontikleik Asit
Oksidatadif Stres

Nitrik Oksit

Endotel Kaynakli Gevsetici Faktor
Nitrik Oksit Sentaz

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Noronal Nitrik Oksit Sentetaz
Endotelyal Nitrik Oksit Sentetaz
Hematoksilen-Eozin
Immunohistokimya

Fosfat Buffer Soliisyonu
3-amino-9-etilkarbazol

3,3' Diaminobenzidine

Standart Sapma

Matriks Metalloproteinaz-9



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

SEKILLER DiZINi

Hematoksilen Eozin ile histopatolojik boyama. a) Perivaskiiler monontiklear
hiicre infltrasyonu (oklar), listeriozis, medulla oblangata, HXE, Bar=100um. b)
Etkilenen bolgede mikroapse odaklari (oklar), listeriozis, medulla oblongata,
HXE, Bar= 251M. c.c.eiiiiiiiee ettt et 11
Listeria antikoru ile immunohistokimyasal boyama. a) Listeria pozitif néronlar
(oklar) ve glial hiicreler (ok baslar), listeriozis, medulla oblongata IHC (AEC),
Bar=100pm. b) Listeria pozitif perivaskiiler yangisal hiicreler (oklar),
listeriozis, medulla oblangata IHC (AEC), Bar=25pum.......cccccceviiiiiininnnenne. 12
GFAP immunohistokimyasal boyamasi. a) GFAP pozitif astrositler (oklar),
kontrol, medulla oblongata, listeriozis IHC (AEC), Bar=25pum. b) GFAP
pozitif astrositler, (oklar), listeriozis, medulla oblongata, IHC (AEC),
Bar=251m. c...cooiiiiiii e 12
iINOS immunohistokimyasal boyamasi. a) iNOS pozitif glial hiicreler ile damar
endotel hiicreleri (oklar), kontrol, medulla oblangata IHC (AEC), Bar=25um.
b) iNOS pozitif glial hiicreler, listeriozis, medulla oblangata IHC (AEC), Bar=
7 YV 4 PSPPSRt 13
Kaspaz-3 immunraksiyonu. 1. Mikroapse bolgesinde yangisal hiicrelerde
immunopozitif reaksiyon (oklar), listeria, pons, IHC (DAB), Bar=20um. a)
Sekil 5-1’in bliylitilmiisii, Bar= 50um. 2. Perivaskiiler hiicre infiltrasyonunda
ve damar endotel hiicrelerinde immunopozitif reaksiyon (oklar), medulla
oblongata, listeriozis, [HC (DAB), Bar=20um. b) Sekil 5-2’nin biiyiitiilmiisti,
Bar= SOIML ..eeeiiiie e s 14
Kaspaz-3’iin immunohistokimyasal boyamasinda intravaskiiler ve perivaskiiler
hiicrelerde immunpozitif reaksiyonlar (oklar) ve purkinje hiicrelerinde
pozitifligi sergileyen immun reaksiyon (ok baslar), listeria, beyincik, IHC
(DAB), Bar=T00Lm .......eeiiiiiiiiiieie ettt 14
8-OHdG immunopozitifligi. a) Damar endotel hiicrelerinde (oklar) ve
perivaskiiler hiicre infiltrasyonunda pozitif reaksiyon (ok baslar), listeria,
beyincik, IHC (DAB), Bar=20pm, b) Dejeneratif noéronlarda immunopozitif

reaksiyon (kalin ok) ile damar endotel hiicreleri ile perivaskiiler hiicre
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infiltrasyonlarinda pozitiflik (oklar) ve purkinje hiicrelerinde pozitif
immunreaksiyon (ok basi), listeria, Beyincik, I[HC (DAB), Bar=100 pm........ 15
Sekil 8. Marker ve grup uygulamalarinin istatiksel parametrelerine etkisi, 1-Hastalik
grubunu, 2- kontrol grubunu tanimlamaktadir. Harfler (a-c), Student’s t testinde
ortalamalar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. Sadece kiigiik harfler
interaksiyon, biiyiik italik harfler marker ortalamalarini ve normal biiyiik
harfler gruplar i¢in olusan farkliliklar1 gosterir. Verilerde sifir (0) degerleri

oldugundan tiim degerlere 20 sayis1 eklenerek trasformasyon uygulanmaistir.. 15
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OZET

Koyunlarda Ensefalitik Listeriozis Hastaliginda Patolojik Ve

Immunohistokimyasal incelemeler

Bu tez caliymasinda, koyunlarda sinirsel semptomlarla seyreden Listeria
monocytogenes (Lm) enfeksiyonunda sekillenen lezyonlarin patolojik ve
immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi ama¢landi. Bu amacla, arsivde
bulunan daha onceden histopatolojik inceleme yoniinden listeria enfeksiyonuna
ilgili bulgular1 sergileyen 10 adet santral sinir sistemi dokularinda
immunohistokimya boyama yontemi ile Listeria monocytogenes etkeninin pozitifligi
saptandi. Ayrica herhangi bir sinirsel semptom sergilemeyen 10 adet koyuna ait
santral sinir sistemi dokular1 kontrol olarak kullanildi. Etken yoniinden
immunopozitif olan beyin, beyincik, pons, medulla oblongata ve talamus
bolgelerinde kaspaz-3, glial fibriler asidik protein (GFAP), indiiklenebilir nitrik
oksit sentetaz (iNOS) ve 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) ekspresyonlarini
belirlemek icin immunohistokimya yontemi uygulandi ve Kkontrollerle
karsilastirildi. Tim  preparatlar 151k mikroskobunda degerlendirilerek
fotograflandirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda koyunlarda ensefalitik
listeriozisin patogenezinde kaspaz-3, iNOS, 8-OHdG ve GFAP’nin rolii ile patolojik
mekanizmalarin agiklanmasina ve hastaligin tedavi seceneklerine bilimsel alt yap1

olusturabilecegi, 6zellikle de 8-OHdG’nin 6nemli katki saghyabilecegi diisiiniildii.

Anahtar sozciikler: Listeria monocytogenes, immunohistokimya, GFAP, 8-OHdG,

iNOS, Kaspaz-3, Patoloji
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ABSTRACT

Pathological And Immunohistochemical Investigations In Encephalitic Listeriosis

In Sheep

In this thesis study, it was aimed to evaluate the lesions formed in Listeria
monocytogenes (Lm) infection with neurological symptoms in sheep by pathological
and immunohistochemical methods. For this purpose, 10 central nervous system
tissues from the archive, which had previously exhibited findings related to listeria
infection in terms of histopathological examination, were determined to be positive
for the agent Listeria monocytogenes by immunohistochemical staining method. In
addition, 10 central nervous system tissues from sheep that did not exhibit any
neurological symptoms were used as controls. Inmunohistochemistry method was
applied to determine the expressions of caspase-3, glial fibrillary acidic protein
(GFAP), inducible nitric oxide synthase (iNOS) and 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
(8-OHAG) in the brain, cerebellum, pons, medulla oblongata and thalamus regions
that were immunopositive for the agent and compared with controls. All
preparations were evaluated under light microscope and photographed. As a result
of these evaluations, it was thought that caspase-3,iNOS, 8-OHdG and GFAP, which
play a role in the pathogenesis of encephalitic listeriosis in sheep, could contribute
significantly to the explanation of the pathological mechanisms of the disease and to

the scientific basis of the treatment options of the disease, especially 8-OHdG.

Keywords: Listeria monocytogenes, Immunohistochemistry, GFAP, 8-OHdG,
iNOS, Caspase-3, Pathology
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1. GIRIS

Listeria monocytogenes (Lm), insan, s1gir, koyun, ke¢i, kopek, kedi, at, domuz,
Giliney Amerika devegiller, ¢iftlik geyikleri ve kiimes hayvanlar1 da dahil olmak iizere
cok cesitli evcil ve yabani memeli ile memeli olmayan tiirlerde hastalik yapan patojen bir
bakteridir. Hastalik, genellikle "listeriosis" olarak adlandirilir ve zoonotik potansiyele
sahip olup, diinya ¢apinda yaygin olan bir enfeksiyon oldugu bildirilmistir.[Gray ML and
Killinger A (1), Bagatella S et al. (2)]. Ancak enfeksiyonlarin insanlar ve gevis getiren
hayvanlar disindaki tiirlerde sporadik olarak goriildiigii kaydedilmistir. Lm, yalnizca halk
sagligr ve gida gilivenligi agisindan endise kaynagi olmakla kalmayip, ayn1 zamanda
ciftlik hayvanlar1 ve yavrular etkilendiginde ekonomik kayiplarin da énemli bir nedeni
oldugu kabul edilmektedir. [Bagatella S et al. (2) Doijad SP et al. (3)].

Lm’nin, Gram-pozitif, spor olusturmayan, fakiiltatif hiicre i¢i, anaerobik ve
ozellikle ozmo- ve halotolerant olabilen, %10'a kadar sodyum kloriir (NaCl) igceren
ortamlarda ¢ogalabilen, ¢ok yonlii kokobasil bir bakteri oldugu rapor edilmistir [Bagatella
S et al. (2)]. Ayrica etkenin genis bir sicaklik sikalasinda (1°C - 45°C) ve pH 5-9
araliginda c¢ogaldigi bildirilmistir [Falerio ML et al. (4), Czuprynski C et al. (5)].
Bakterinin genis yasam araligi, etkenin ¢ok cesitli ekolojik habitatlarda yasamasina
olanak saglarken, cevresel stres faktorlerine karsi bakterinin direncini de artirmaktadir
[Bagatella S et al. (2), Vazquez Boland JA et al. (6)].

Lm enfeksiyonunun, evcil hayvanlarda sekillenmesinde en 6nemli kaynaklardan
biri enfekte silajin tliketilmesi sonrasinda gida kokenli olarak meydana gelmektedir.
Hastalik, genellikle hayvanlarin kapali alanda oldugu kis aylarinda ve ilkbahar bagslarinda
ortaya ¢ikar [Wagner M et al. (7), Maxie MG and Youssef S (8)]. Listeriosis, en yaygin
olarak oral enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak nadiren viicut ylizeylerinde
lokal bakteri implantasyonundan (keratokonjonktivitis, dermatitis) veya genital sistemin
asendens enfeksiyonundan kaynaklanabilmektedir [Gray ML and Killinger A (1),
Bagatella S et al. (2), Vazquez Boland JA et al (6), Poulsen KP and Czuprynski CJ (9),
Schlech WF (10)]. Oral enfeksiyonun ardindan etken gastrointestinal sistemde (GIS)
kolonize olabilir veya siklikla gastrointestinal bariyerini gecip invaziv hastaliga neden
olmasina ragmen, subklinik tasiyicilar tarafindan etken sacilabilir veya sadece enteritis

ile smirli kalabilmektedir. Invaziv listeriosisin ana formlari arasinda septisemi, feto-



maternal/perinatal enfeksiyon ve ayri olarak ortaya ¢ikma egiliminde olan, etkilenen
bireylerde veya siiriide nadiren birlikte goriilen santral sinir sistemi (SSS) hastaligi
sekillenebilmektedir [Bagetella S et al. (2), Low J and Renton C (11), Low J and Donachie
W (12)]. Listeria enfeksiyonunun santral sinir sistemi formu en yaygin goriilen form olup,
meninjitis/meningoensefalitis ile seyretmektedir [Gray ML and Killinger A (1), Wesley
IV (13), Bartt R (14), Haligur et al. (15)].

Santral sinir sistemi enfeksiyonu bir¢ok tiirde rapor edilmis olmasina ragmen
insanlarda ve gevis getirenlerde biiyiik bir sorun olarak ifade edilmektedir. Insanlarda,
yillik ortalama 1 ila 11 vaka/milyon kisi gibi diigiik goriilme sikligina ragmen listeriosisin,
insanlarda gida kaynakli hastaliklar arasinda en yiiksek Olim oranina sahip hastalik
oldugu bildirilmistir [Bagetella S et al. (2), Mead PS et al. (16), Europen Commision
(17)]. Sinirsel bulgularla karakterize listeriozis, tiirler arasindaki farkliliklar1 néro-invaziv
pato-mekanizmalara bagli olarak farkli patolojik formlarla ortaya ¢ikmaktadir [Gray ML
and Killinger A (1), Wesley IV (13), Bartt R (14), Haligur et al. (15)].



2. GENEL BIiLGILER

Ruminantlarda listeria enfeksiyonuna ilgili santral sinir sistemindeki lezyonlar
cogunlukla rombensefalon bolgesinde lokalize olmaktadir. Rombensefalitis patolojisi,
ozellikle yangisal lezyonlarin topografyasi ve dogasi acisindan olduk¢a onemlidir.
Listerioziste, lezyonlar 6zellikle beyin sapinda yerlesiktir. Bunun yani sira hastaligin
karakteristik bulgularindan bir olan supuratif/graniilomatéz odaklarin (mikroapse adi
verilen) yani sira mononiikleer perivaskiiler hiicre infiltrasyonundan olusan bir
kombinasyonu kapsamaktadir. Hastaliktan etkilenen hayvanlarda lezyonlar medulla
oblongatadan ve ponstan kaudal (servikal omurilik) ve rostral (beyincik, orta beyin,
talamus, istisnai olarak hipokampus, bazal g¢ekirdekler ve serebral korteks) bolgelere
kadar yayilabilirler [Oevermann A et al. (18), Cone LA et al. (19)]. Lezyonlar 6zellikle
lezyonlar beynin diger bolgelerine gére pontomediiller (pons) bolgede genellikle de daha
fazla yogunlukta ve kroniklik ile birlikte noraksis boyunca siirekli goriilmektedir [Haligur
M et al. (15), Charlton KM and Garcia MM (20), Oevermann A et al (21)]. Mikroapseler,
hem gri hem de beyaz maddede meydana gelen kiiciik, sinirli lezyonlardan biiytik birlesen
alanlara kadar degisebilir. Siklikla, aksonal liflerin veya tek kraniyal sinir ¢ekirdeginin
yoniinli takip ediyor gibi goriindiikleri ilging bir model gosterirler ve nadiren hem
kraniyal siniri hem de onun liflerini etkileyen lezyonlar goriilebilir. Beyin sapindaki
mikroapseler siklikla trigeminal spinal, fasiyal, hipoglossal ve okiilomotor ¢ekirdekleri
ve bunlarin yollarini etkiler [Haligur M et al. (15), Oevermann A et al (21), Henke D et
al. (22)]. Mikroapselerin bilesimi kroniklige gore degisir: erken lezyonlar baslangicta
kii¢lik ndtrofil ve mikroglia kiimeleri halinde ortaya ¢ikar, neredeyse saf notrofilik 16kosit
infiltrasyonundan olusan mikroapseler goriiliir. Daha sonra, notrofil 16kosit ve makrofaj
karigimi, son olarak da makrofajlarin baskin oldugu ve zaman zaman ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicrelerin goriilebildigi kronik graniilomatdz lezyonlar meydana gelir [Haligur M et al
(15), Choudhury N et al. (23), Charlier C et al. (24)]. Bunlarin disinda hastaligin
histopatolojik bulgularinda belirgin bir perivaskiiler hiicre infiltrasyonu yer alir.
Mikroskobik bulgular, ¢ogunlukla mononiikleer hiicreler, gliosis, fokal 6dem ve damar
duvarinda fibrinoid nekroz, proteinli sivinin perivaskiiler eksudasyonu ve kanamalarla
karakterize vaskiiler hasardan olusur. Noronal nekroz, siklikla mikroapselerin ¢evresinde

de gortiiliir [Oevermann A et al. (18)]. Ayrica, 6zellikle trigeminal sinir basta olmak iizere



kraniyal sinirlerde gangliondritise ilgili lezyonlar goriiliir [Charlton KM and Garcia MM
(20), Barlow R and McGorum B (25), Aguilar-Bultet L et al. (26)].

Hastaligin kesin tanisi i¢in etken izolayon ve identifikasyonun yapilmasi ve
etkenin ortaya konulmasi olduk¢a 6nemlidir. Ancak, Lm izolasyonu i¢in uzun silireye
ihtiya¢ duyulmasi, yontemin maliyetinin yiiksek olmasi ve sonucta da basarisiz olma
ihtimalinin yiiksek olmasindan dolayr olduk¢a zordur [Weinstock D et al. (27)].
Giliniimiizde hastalik etkeninin teshis edilmesinde daha hassas olan antikor-antijen
baglanmasina dayanan immunohistokimyasal yontemin olduk¢a basarili oldugu
vurgulanmaktadir. Hastaligin patogenezinin acikliga kavusturulmasinda
immunohistokimyasal yontemde ¢ok sayida biyobelirte¢ kullanilmaktadir [Haligiir M et
al. (15), Oevermann A et al. (18), Ilhan F et al. (28), Karayigit MO and Dincel GC (29)].

Glial fibriler asidik protein, astrositlerde eksprese edilen bir tip-III intermediate
filament [Bongcam-Rudloff E et al. (30), Isaacs A et al. (31)], olup astrositlere destek ve
dayaniklilik saglar [Jacque CM et al. (32)]. Bu yapisal protein hiicre hareketi i¢in de
gereklidir. GFAP konsantrasyonu, SSS’deki bolgeler arasinda farklilik gostermektedir.
GFAP konsantrasyonun en yliksek seviyeleri medulla oblongata, servikal omurilik ve
hipokampusta gozlenmektedir [Jacque CM et al. (32), Sjolin K et al. (33)]. GFAP,
hiicreler arasi iletisimi saglar ve kan-beyin bariyerini diizenler [Jacque CM et al (32),
Tardy M et al. (34)]. Kan-beyin bariyeri hasar gordiigiinde astrositler hasarli dokuya
GFAP salgilarlar [Abbott NJ et al. (35)]. Bu nedenle kan-beyin bariyerinin durumunu
arastirmak i¢cin GFAP ekspresyonu kullanilabilir [Lee JD et al. (36), Van Horssen J et al.
(37)]. Beyin hasarina yanit olarak GFAP ekspresyonu ve reaktif gliosis dnemli 6l¢iide
artar [Vijayan VK et al. (38)]. Meningitis veya ensefalomiyelitise neden olan patojenler,
ozellikle kan-beyin bariyerinin bozulmasindan sonra merkezi sinir sistemini istila ederler.
Beyinde 16kosit varlig1 kan-beyin bariyerinin bozuldugunun giiglii bir kanit1 olarak kabul
edilmektedir [ Lee JD et al. (36), Nikolskaia OV et al. (39)]. Koyunlarda ensefalitik
listerioziste enfeksiyonunda kan beyin bariyerini bozabildigi astrositlerde artan GFAP
ekspresyonunun varligi ile rapor edilmektedir [Haligur M et al. (15)]. Knockout farelerde
yapilan bir ¢alismada GFAP nin, anormal miyelinasyon, beyaz madde yapisinda bozulma
ve kan-beyin bariyerinde fonksiyonel/yapisal bozulma dahil olmak iizere birgok
dejeneratif siirecte rol oynadigi bildirilmektedir. Bu nedenle GFAP’nin SSS'indeki bir¢ok
kritik rol i¢in gerekli oldugu ifade edilmektedir [Liedtke W et al. (40)]. Ayrica, GFAP'n



SSS’indeki hasar sonrast onarimda da 6nemli oldugu bildirilmis [Paetau A et al. (41),
Tuccari G et al. (42)].

Kaspaz-3 proteini, sistein-aspartik asit proteaz ailesinin bir iiyesidir. Kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir kaspaz proteinidir. Kaspaz-3 geni tarafindan
kodlanir [Alnemri ES et al. (43)]. Kaspazlarin ardisik aktivasyonu, hiicre apoptozunun
sekillenmesinde merkezi bir rol oynar. Kaspazlar, aktif enzimi olusturmak {izere dimerize
olan biiylik ve kiigiik iki alt birimi tiretmek i¢in korunmus aspartik kalintilarda proteolitik
isleme tabi tutulan aktif olmayan proenzimler (zimogen form) olarak bulunmaktadir. Bu
protein kaspaz-6 ve -7'yi boler ve aktive eder. Kaspaz-3’iin kendisi -8, -9 ve -10 numarali
kaspazlar tarafindan islenir ve etkinlestirilir [Gervais FG et al. (44), Harrington HA et al.
(45)]. Kaspaz-3, apoptotik hiicrede hem ekstrinsik/digsal (6liim ligandi) hem de
intrinsik/igsel (mitokondriyal) yollarla aktive edilir [Salvesen GS (46), Thorburn A (47),
Ghavami S et al. (48)]. Kaspaz-3'iin zimojen 6zelligi 6nemlidir/gereklidir, ¢linkii kaspaz
aktivitesi diizenlenmedigi takdirde hiicrelerin ayrimi gozetilmeden oliimiine yol acgar
[Boatright KM and Salvesen GS (49)]. Kaspazlar arasinda bir sinyalleme olayinin
baslamasi, baslatici kaspazlar1 aktive edebilen granzim B'min, dldiiriicii T hiicreleri
tarafindan apoptoz i¢in hedeflenen hiicrelere dahil edilmesini saglamaktadir [Gallaher
BW etal. (50), Katunuma N et al (51)]. Bu ekstrinsik yolla (61iim ligand1 yolu) aktivasyon
daha sonra kaspaz-3'lin baskin bir rol oynadigi apoptotik yolun ayirt edici kaspaz
kademesi karakteristigini tetikler [Salvesen GS (46), Thorburn A (47), Ghavami S et al.
(48), Perry DK et al. (52)]. Intrinsik yolla (mitokondrial yol) aktivasyonda,
mitokondriden gelen sitokrom c, prokaspaz-3'i islemek i¢in kaspaz-9, apoptoz aktive
edici faktor 1 (Apaf-1) ve adenozin trifosfat (ATP) ile kombinasyon halinde calisir. Bu
molekiiller in vitro kaspaz-3'li aktive etmek i¢in yeterlidir, ancak diger diizenleyici
proteinler in vivo olarak gereklidir [Ghavami S et al. (48), Li P et al. (53), Riedl SJ and
Salvesen GS (54)]. Listeriolysin O (LLO), listeriosise neden olmaktan sorumlu olan
patojen Lm bakterisi tarafindan tiretilen bir hemolizindir. Toksin, Lm'in virulansi i¢in ¢ok
onemli oldugundan bir virulans faktorii olarak diisiiniilebilir [Cossart P (55), Petrisic N et
al. (56)]. Aktive edilmis T hiicrelerinde LLO aracili apoptoz indiiksiyonunun
mekanizmas1 iki siireci kapsamaktadir. Bunlardan, biri kaspaz-3 ve kaspaz-6
aktivasyonuna kadar olan siirectir [Ghavami S et al. (48), Carrero JA et al. (57),

Wiktorczyk-Kapischke N et al. (58)]. Kaspaz aktivasyonu, granzimlerin ifadesine



baghdir. Diger mekanizma ise, LLO'ya bagimlidir, ancak kaspazdan bagimsizdir.
Fosfatidilserinin yikimlanmasi plazma membran potansiyelinin kaybini indiikler [Carrero
JA et al. (57), Wiktorczyk-Kapischke N et al. (58)]. Listeriolysin O, konagin bagisiklik
sistemini uyarir, pro-inflamatuar mediyatorlerin, sitokinlerin iiretimini etkiler ve niikleer
faktor kappa B (NF-kB) yolu ile antikor olusumunu aktive eder. LLO ayrica apoptotik
yollart indiikleyebilir, mitojenle aktiflestirilen protein kinazlarini (MAP kinazlar)
uyarabilir ve yapisma molekiillerinin ekspresyonunu artirabilir [Wiktorczyk-Kapischke
N et al. (58), Camejo A et al. (59)].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre metabolizmasinin ekzojen fiziksel veya
kimyasal kaynaklarin etkisinin bir sonucu olarak, canli hiicrelerde her yerde bulunan
serbest radikallerin formlaridir [Pilger A and Rudiger HW (60)]. Reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu Deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari, hiicresel DNA onarim
mekanizmalariyla 6nlenir. Bu savunma kapasiteleri, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
artmasi veya azalmasiyla asildiginda oksidatif stres (OS) gelisir [Halliwell B and
Gutteridge JM (61), Xing H et al. (62)]. Oksidatif stres, lipitleri, proteinleri ve niikleik
asitleri olumsuz yonde etkiler [Winterbourne CC (63)]. Serbest radikallerin tespiti, yar1
Omiirlerinin kisa olmasi nedeniyle karmasgiktir ve bu nedenle tespit daha ¢ok {iriinlerine
yoneliktir. Bunlar modifiye edilmis niikleozidlerdir; bunlarin arasinda en 6nemli olant,
guanin'in timine donilistimiinii indiikleyebildigi i¢in biyolojik olarak son derece iligkili
olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozindir [Pilger A and Rudiger HW (60), Halliwell B and
Gutteridge JM (61), Xing H et al (62), Halliwell B (64)]. Deneysel olarak Lm ile enfekte
edilmis sigirlarin beyin dokusunda asir1 serbest radikal olusumuna bagli lipit oksidasyonu
meydana geldigi ve bu durum aratan OS’nin reaktif oksijen tiirevlerinden kaynaklandigini
bildirilmistir [Jaguezeski AM et al. (65)]. Lm ile enfekte kii¢iik ruminantlarda yapilan bir
calismada ensefalitik listeriosiz enfeksiyonuna bagli olarak kan-beyin bariyerinin
bozuldugu ve 6demin olustugu bildirilmis, bu degisiklerin mitokondriyal DNA hasarina
bagli oldugu kaydedilmistir. Ayrica, ayni calismada, ndronlarda ve glial hiicrelerde gii¢li
mitokondriyal DNA hasarinin belirlenmesinde 8-OHdG ekspresyonu 6nemli bir belirteg
oldugu vurgulanmistir [Karayigit MO and Dincel GC (29)].

Nitrik oksit (NO), c¢esitli biyolojik asamalarda rol oynayan 6nemli bir biyolojik
habercidir [Weller R (66)]. Bakteriler, bitkiler, mantarlar ve hayvan hiicreleri de dahil

olmak iizere tiim organizma tiirlerinde bulunan bir biyoiiriindiir [Roszer T (67)]. Endotel



kaynakli bir gevsetici faktor (EDRF) olan nitrik oksit, ¢esitli nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimleri tarafindan L-arginin, oksijen ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’tan
(NADPH'den) endojen olarak biyosentezlenir [Perez KM and Laughon M (68)]. Nitrik
oksit oldukca reaktiftir (birka¢ saniyelik omrii vardir), ancak membranlar arasinda
serbestce yayilir. Bu 6zellik, nitrik oksidi gecici bir parakrin (bitisik hiicreler arasinda) ve
otokrin (tek bir hiicre i¢inde) sinyal molekiilii i¢in ideal kilar. Kan damarlarinin endoteli,
cevredeki diiz kaslara gevseme sinyali vermek i¢in nitrik oksit kullanir, bu da
vazodilatasyona ve kan akiginin artmasina neden olur [Stryer L (69)]. Makrofajlarda
indiiklenebilir nitrik oksit sentazi tarafindan tiretilen nitrik oksit, antimikrobiyal konak
savunmasinda ve immun goézetimde Onemli bir role sahiptir. NO, viruslar, bakteriler,
mantarlar ve protozoan ile metazoan parazitler dahil olmak tizere ¢ok cesitli mikrobiyal
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 konak direncine veya bu enfeksiyonlardan
iyilesmeye katkida bulunur [MacMicking J et al. (70)]. Ote yandan, iNOS eksprese eden
hiicreler tarafindan tiretilen NO, immiinosupresyondan apoptoza ve doku dliimiine kadar
uzanan ¢esitli hastalik semptomlarina katkida bulunur [Schleifer KW and Mansfield JM
(71), Tamir S et al. (72)]. Yapilan calismalarda listerik ensefalitis olgularinda etkenin
gevisgetirenlerin makrofajlarinda iNOS'un uyarilmasi i¢in giiclii bir uyarict oldugu
belirtilmistir [Pfister H et al. (73), Jungi TW et al. (74)]. Ug¢ enzim nitrik oksidi
sentezlenmektedir. Bunlar ndronal nitrik oksit sentaz (nNOS), iNOS ve endotelyal nitrik
oksit sentazdir (eNOS) [Moncada et al. (75), Picon PP et al. (76)]. Noropatolojik tablonun
sekillenmesinde SSS’deki asir1 NO iiretiminin sorumlu olabilecegi ifade edilmistir
[Dawson VL et al. (77), Calabrese V et al. (78)]. Ayrica, NO'nun mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybina neden oldugu ve bdylece apoptozu baslattigi da bilinmektedir
[Bonfoco E et al. (79), Jungi TW et al. (80)]. Bazi1 arastirmacilar, ensefalitik listeriozisin
patogenezinde ¢esitli NOS tiplerinin giiclii ekspresyonunun olabilecegini ileri
sirmiislerdir [Karayigit MO and Dincel GC (29), Jungi TW et al. (80)]. Bu tez
calismasinda, Listeria monocytogenez enfeksiyonunda hastaligin patogenezinde ve
lezyonlarin ~ olusmasinda  etkili ~ molekiilerin  ekspresyonlar1  arastirilarak,
immunohistokimyasal yontem ile etken, GFAP, 8-OHdG, iNOS ve Kaspaz-3

ekspresyonun hastaliktaki rollerinin ortya konulmasi amaclanmastir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal ve Histopatoloji

Calismanin materyali, arsivden temin edilen 10 adet Listeria monocytogenes ile
dogal enfekte koyuna ait santral sinir sistemi dokular1 (beyin, beyincik, medulla
oblongata, pons, talamus vs.) ile kontrol amacl olarak santral sinir sisteminde herhangi
bir hastalik bulgusu sergilmeyen 10 adet koyuna ait dokulardan olusturuldu. Dokular
%10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Dokulardan trim yapilarak,
doku takip cihazinda takip edildi ve parafinde bloklandi. Parafin bloklardan Sum’lik
kesitler alinarak, Hematoksilen-Eozin (HXE) ile boyandi. Listeriozis teshisi konulan
dokulara da immunohistokimyasal (IHC) boyama yontemi i¢in doku takip prosediirii

prosediirii uygulandi.

3.2. Immunohistokimya yontemi

Immonuhistokimyasal boyama icin polilizinli lamlara 5um kalinliginda alinan
kesitler alindi, 59 C°lik etiivde deparafinize edildi. Ardindan kesitler ksilen icerisinde 30
dakika bekletildikten sonra deparafinize islemi tamamlandi. Kesitler, seri alkollerden
gecirildikten sonra distile su icerisinde alkolleri giderilene kadar yikandi. Ilk énce 20
dakika 600 devirde mikrodalga firinda antijen-retrivel (antijeni agia ¢ikarma) yapildi.
Ardindan kesitler PBS (fosfat buffer soliisyonu) ile yikandiktan sonra dokudaki
peroksidaz aktivitesini maskelemek icin 15 dakika %35’lik hidrojen peroksitle muamele
edildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra non-spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in
protein blokingte 10 dakika bekletildi. Sonra fazla bloking dokiiliip yikama yapilmadan
primer antikor uygulandi. Kesitler, primer antikorda [ (L. monocytogenes antibody, 1/250
diluton, Novus NB100-65667); (iNOS (1/250 dilution, Santa-Cruz, sc-7271); GFAP
(1/500 dilution, abcam, ab7779); (8-OHdG, 1/250 dilution, Santa Cruz Biotechnology,
sc-393871); (Caspase-3, 1/100 dilution, Santa Cruz Biotechnology, sc-7272)] oda
sicakliginda 1 saat siireyle inkiibasyonda birakildi. Siire sonunda kesitler yikanip
sekonder antikorda yarim saat bekletildi. Daha sonra kesitler yine yikanip streptavidin
peroksidaz enziminde yarim saat bekledikten sonra yikamaya alindi. Protein bloke edici
serum ile inkubasyon asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5’er dakika

siireyle PBS ile yikandi. Son olarak kesitlere 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) ve 3,3



Diaminobenzidine (DAB) kromojenleri uygulanarak 151k mikroskobu altinda kontrollii
olarak 10 dakika stireyle boyandi. Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. AEC
kromojeni i¢in su bazli yapistirict kullanildi. DAB kromaojeni uygulanan kesitler ise
dereceli alkollerden ve ksilollerden gecirilerek entallen ile kapatildi. Tiim kesitler
kapatildiktan sonra Carl Zeiss Primo Star 151tk mikroskobunda incelenerek,

fotograflandirildi.

3.3. Istatiksel Analiz

Veriler JMP Prol6 istatistik programi kullanilarak hastalikli vakalardan olusan
grup ile kontrol grubu kiyaslanarak degerlendirildi. Bu programda veriler Student’s t-test
ile analiz edildi. Sonuglar Gruplar, markerler ve grup-marker agisindan degerlendirildi.
Sonuglar ortalama (medyan) + standart sapma (SD) formatinda sunuldu. P<0,0001

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Makroskobik olarak incelenen 10 adet koyuna ait ensefalitik listeriozis bulgular
sergileyen vakalarin beyinleri a¢ildiginda giruslarin kalinlagtigi, beyin dokusunun tagkin,
0demli ve meningeal damarlarin hiperemik oldugu fark edildi. Bu olgularin 7 tanesinde
meninkslerde kalinlasma, opaklasma ve 7 olgunun 3 tanesinde de ¢ok hafif sarimsi,
yesilmsi irin dikkati ¢ekti. Bu bulgularin 6zellikle beyincik, pons, medulla oblongata ve
talamusta lokalize oldugu goriildii. Diger geri kalan 3 olguda ise beyinde herhangi bir

bulguya rastlanmada.

4.2. Mikroskobik Bulgular

Listeria enfeksiyonuna ilgili bulgular1 sergileyen olgularda incelenen SSS
dokularinda meningeal damarlarda hiperemi, Virchow-Robin bosluklarinda 6dem tablosu
dikkati ¢ekti. SSS’nin 6zellikle rombensefalon bdlgesine ait pons, medulla oblongata,
talamus, beyincik ile meninksler ve kan damarlarin ¢evresinde ¢ogunlugu nétrofil
16kosit, lenfosit ve mikroglialarda olusan aralarinda plazma hiicrelerinin de bulundugu
mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptandi. Bu olgularda sekillenen bulgular ensefalitis ve
meningoensefalitis tablosunu sergilemekteydi. Ayrica aym1 bolgelerde ndronal
dejenerasyon ve nekrozlar dikkati ¢ekti.

Hastaligin tanitict bulgusu olan nétrofil 16kosit, lenfosit ve plazma hiicre
infiltrasyonlarindan olusan mikroapse formasyonuna siklikla meninksler, beyincik,

medulla oblongata ve ponsta, daha az olarak talamus dokusunda rastlandi (Sekil-1).
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Sekil 1. Hematoksilen Eozin ile histopatolojik boyama. a) Perivaskiiler mononiiklear hiicre infltrasyonu
(oklar), listeriozis, medulla oblangata, HXE, Bar=100um. b) Etkilenen bolgede mikroapse odaklari
(oklar), listeriozis, medulla oblongata, HXE, Bar=25um.

4.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal incelemelerde, pons, medulla oblongata, talamus ve
beyincikteki noronlarda ile glial hiicrelerde listeria etkeninin varligimi gosteren
immunopozitif reaksiyonlar saptandi. Ayrica ayni1 bolgelerde ve perivaskiiler hiicre
infiltrasyonlar1 ile mikroapseleri olusturan yangisal hiicrelerin sitoplazmalarinda etkenin

varligini ortaya koyan immunopozitif boyamalar dikkati ¢ekti (Sekil-2).
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Sekil 2. Listeria antlkoru ile 1mmun0hlstok1myasal boyama. a) Listeria pozitif noronlar (oklar) ve glial
hiicreler (ok baglar), listeriozis, medulla oblongata IHC (AEC), Bar=100pm. b) Listeria pozitif
perivaskiiler yangisal hiicreler (oklar), listeriozis, medulla oblangata IHC (AEC), Bar=25pm.

Listeria etkeni yoniinden immunopozitiflik gosteren olgular ile kontrol grubu
dokularinda goriilen GFAP’nin pozitifligi kiyaslandiginda, enfekte olgularda
astrositlerde daha yogun immunopozitif reaksiyonlar dikkati c¢ekti. Bu pozitifligin
ozellikle enfekte koyunlarin beyincik, pons ve medulla oblongata da yogun oldugu
saptandi (Sekil-3).

Sekil 3. GFAP immunohistokimyasal boyamasi. a) GFAP pozitif astrositler (oklar), kontrol, medulla
oblongata, listeriozis IHC (AEC), Bar=25pum. b) GFAP pozitif astrositler, (oklar), listeriozis, medulla
oblongata, IHC (AEC), Bar=25pm.
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Indiiklenebilir nitrik oksit i¢in yapilan immunohistokimyasal incelemede, pozitif
immunreaksiyona medulla oblongata ve beyincikte siddetli, pons ve talamusta ise orta
siddete rastlandi. Bu bolgelerdeki astrositler ile damar endotel hiicrelerinde

immunopozitif reaksiyonlar gozlendi (Sekil-4).

Sekil 4. iNOS immunohistokimyasal boyamasi. a) iNOS pozitif glial hiicreler ile damar endotel hiicreleri
(oklar), kontrol, medulla oblangata IHC (AEC), Bar=25um. b) iNOS pozitif glial hiicreler, listeriozis,
medulla oblangata IHC (AEC), Bar=25um.

Immunopozitif kaspaz-3 reaksiyonuna, rombensefalon bolgesinde rastland.
Listeria monocytogenes enfeksiyonuna ilgili olarak patolojk bulgularin gozlendigi,
medulla oblongata, beyincik, pons ve talamusta kaspaz-3 pozitifligi goriildii. Kaspaz-3
immunopozitifligi perivaskiiler hiicre infiltrasyonu olan bdlgelerde, mikroapse
odaklarinin oldugu yerlerde, noronlarda, purkinje hiicrelerinde ve damar endotel

hiicrelerinde saptandi. (Sekil-5, 6).
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Sekil 5. Kaspaz-3 immunraksiyonu. 1. Mikroapse bolgesinde yangisal hiicrelerde immunopozitif
reaksiyon (oklar), listeria, pons, IHC (DAB), Bar=20um. a) Sekil 5-1’in biyiitilmisii, Bar= 50pum. 2.
Perivaskiiler hiicre infiltrasyonunda ve damar endotel hiicrelerinde immunopozitif reaksiyon (oklar),
medulla oblongata, listeriozis, IHC (DAB), Bar= 20um. b) Sekil 5-2’nin biiylitiilmiisii, Bar= 50um.

Sekil 6. Kaspaz-3’iin immunohistokimyasal boyamasinda intravaskiiler ve perivaskiiler hiicrelerde
immunpozitif reaksiyonlar (oklar) ve purkinje hiicrelerinde pozitifligi sergileyen immun reaksiyon (ok
baslar), listeria, beyincik, IHC (DAB), Bar=100pm

8-OHdG i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, Listeria
monocytogenes ile dogal enfekte koyun santral sinir sisteminde beyincik, medulla
oblongata, pons ve talamus ile meninkslerin ekilendigi goriildii. Bu bolgelerde 8-OHdG
immunopozitifligi damar endotel hiicrelerinde, perivaskiiler hiicre infiltrasyonlarinda,

dejeneratif noronlarda ve purkinje hiicrelerinde goriildii (Sekil-7).
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Sekil 7. 8-OHdG immunopozitifligi. a) Damar endotel hiicrelerinde (oklar) ve perivaskiiler hiicre
infiltrasyonunda pozitif reaksiyon (ok baslar1), listeria, beyincik, IHC (DAB), Bar=20pum, b) Dejeneratif
noronlarda immunopozitif reaksiyon (kalin ok) ile damar endotel hiicreleri ile perivaskiiler hiicre
infiltrasyonlarinda pozitiflik (oklar) ve purkinje hiicrelerinde pozitif immunreaksiyon (ok bas1), listeria,
Beyincik, [HC (DAB), Bar=100 pm.

4.4. Istatiksel bulgular

Verileri incelendiginde her bes parametre (Astrosit, Yangi hiicresi, Purkinje
hiicresi, Dejenere Noron ve damar endol hiicresi) i¢in hem interaksiyon, hem grup, hem
de marker uygulamalari sonucu olusan farkliliklar istatistiksel anlamda p<0,0001

diizeyinde 6nemli bulunmustur. Istatiksel veriler sekil-8’de dzetlenmistir.

Marker | Gruplar Astrosit Yang! hicresi | Purkinje hiicresi | Dejenere Noron | Damar endotel hticresi
— 26.10|+2,81a| 20,00|%0,00c| 22,20 #0.63a| 20,00]%0,00d 20,00] 0,00 ¢
2 21,.80[#0,63b| 20,00[+0,00c| 20,00 +0,00c| 20,00]0,004d 20.00%0,00 ¢
—— 20,00($0,00c | 21,50(0,53b | 20,00 £0,00c| 21,40|0,52¢ 21,90(+1,10a
ek s [ 20,00/+0,00¢ | 20,00/+0,00c| 20,00 0,00¢c| 20,00|0,00d 20,00 0,00 ¢
N 20,00(£0,00¢c | 3840|+3,03a| 20,00 £0,00c| 23,00|%0,94 b 20,00| 0,00 ¢
2 20,00(£0,00c| 20,00/+0,00c| 20,00 £0,00c| 20,00]0,00d 20,00|£0,00 ¢
1 21.80(+0,63b| 21,60|+0,70b| 21,90 +0.57b| 24.80|+175a 21,10|0,74 b
B-O0NIG 15 20,00(+0,00¢c| 20,00/+0,00c| 20,00 0,00¢| 20,00|+0,00d 20,00| 0,00 ¢
GFAP 23,95|+2,96 A| 20,00|£0,008| 21,10 £1,21A| 20,00|0,00 C 20,00 40,00 C
iNOS 20,00(+0,00 C| 20,75|+0,85B8| 20,00 0,00 8| 20,70|%0,80 C 2095|123 A
Marker ortalamasi T
Kaspas-3 20,00(£0,00 C| 29,20 |+9,67 A| 20,00 0,00 8| 21,50|+1,678 20,00(£0,00 C
8-OHdG 20,90(+1,028| 2080(0,958| 20,95 +1,05A| 22.40|+274A 20,55|+0,76 B
1 2198|288 A| 2538|+7.79A| 21,03 #1.12A| 22.30|+2,07 A 20,75|+1,03 A
s el 2 2045|%0,85B| 20,00|+0,00B| 20,00 +0.00B| 20,00|+0,00B|  20,00|+0,00 B
Grup marker <0,0001%* <0,0001+* <0,0001* <0,0001%* <0,00017*
P 6nem derecesi Grup <0,0001**** <0,0001*** | <0,0001**** | <0,0001*** <0,0001"**
Marker <0,0001** <0,0001%** <0,0001**** <0,0001*** <0,0001°**

Sekil 8. Marker ve grup uygulamalarinin istatiksel parametrelerine etkisi, 1-Hastalik grubunu, 2- kontrol
grubunu tanimlamaktadir. Harfler (a-c), Student’s t testinde ortalamalar arasindaki farkliliklar
gostermektedir. Sadece kii¢iik harfler interaksiyon, biiylik italik harfler marker ortalamalarini ve normal
biiyiik harfler gruplar i¢in olusan farkliliklar1 gosterir. Verilerde sifir (0) degerleri oldugundan tiim

degerlere 20 sayis1 eklenerek trasformasyon uygulanmistir
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5. TARTISMA

Listeria monocytogenes enfeksiyonuna kii¢lik ruminantlarin sigirlara oranla daha
duyarli oldugu, hastaligin bir siiriide tek veya ¢oklu vakalar olarak ortaya ¢iktig1 ve belirli
bir cinsiyet, irk veya yasa bagl yatkinliginin olmadig: ifade edilmistir [(Gray ML and
Killinger A (1), Low J and Donachie W (12), Barlow R and McGorum R (25), Green L
and Morgan K (81), Morin DE (82), Wilesmith J and Gitter M (83)]. Baz1 ¢alismalarda
etkenin 2 ile 6 hafta arasinda siiren uzun bir kulucka donemine sahip oldugu belirtilmistir.
Norolojik belirtilerin genellikle akut olarak ortaya ¢iktig1 ve hizla ilerledigi, atesin ise
enfeksiyonun erken evrelerinde goriilebildigi, ancak siirekli olmadigi kaydedilmistir
[(Gray ML and Killinger A (1), Low J and Renton (11), Low J and Donachie M (12),
Akiyama Y et al (84), Brugere-Picoux J (85)]. Tipik olarak, geviggetiren hayvanlarda
rombensefalitisin belirtileri tek tarafli veya daha az siklikla ¢ift tarafli beyin sap1 ve
kranial sinirlerin zedelenmesine bagli olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir [Low J and
Donachie W (12), Brugere-Picoux J (85), Braun U et al. (86)]. Etkilenen hayvanlarda tek
tarafli yliz ve dil felcinin yaygin oldugu, kulak, goz kapagi, dudak ve agizda ipsilateral
sarkma ile hipersalivasyon ve anoreksi goriildiigii rapor edilmistir. Okiilomotor, yiiz ve
trigeminal sinirlerin etkilenmesine bagli olarak refleks kaybi, sasilik ve nadiren de
korliige yol agabildigi tanimlanmustir. Kiiglik ruminantlarda klinik belirtiler arasinda
ataksi ve dairesel hareketler kaydedilmistir [Gray ML and Killinger A (1), Wilesmith J
and Gitter M (83), Brugere-Picoux J (85)]. Tez caligmasinda kullanilan dokular arsivden
temin edildiginden dolay: hastaligin klinik bulgularina ilgili veri elde edilememistir.

Listeria monocytogenes etkeninin olusturdugu norolisteriosisin farkli patolojik
formlarda ortaya c¢iktigi ve bu durumun tiirler arasinda farkli ndéroinvaziv pato-
mekanizmalarin  varhgini  gosterdigi  bildirilmistir. Insanlarda ve monogastrik
hayvanlarda 3 formun oldugu, bunlardan meningitisin/meningoensefalitisin en sik
gorillen form oldugu kaydedilmistir. Beyin apsesi ve beyin sapi ensefalitisinin
(rombensefalitis) ise daha az siklikla goriildiigli rapor edilmistir. Ruminantlarda ise
rombensefalitisin en yaygin goriilen form oldugu tanimlanmistir [Gray ML and Killinger
A (1), Bagatella S et al. (2), Wesley IV (13), Bartt R (14), Haligur M et al. (15),
Oevermann A et al. (18)]. Bu tez ¢alismasinda da Listeria monocytogenes enfeksiyonuna

bagli olusan histopatolojik bulgularin siklikla rombensefalon bolgesinin 6zellikle de
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medulla oblongata, beyincik, pons ve talamusta lokalize oldugu saptandi. Bu bulgular ile
literatiir bilgilerinin uyumlu oldugu goriildii.

Hiicre kiiltiirtinde yapilan bir ¢alismada Lm etkenlerin mikroglialarda ve ikinci
olarak da oligodendrositlerde yogun olarak saptandigi belirtilmistir [Dramsi S et al. (87)].
Lm ile dogal enfekte koyunlarin santral sinir sisteminde yapilan immunohistokimyasal
calismalarda etkenin medulla oblongata, pons ve talamustaki perivaskiiler hiicre
infiltrasyonu olan bolgelerde, nekrotik alanlarda ve mikroapselerin bulundugu
bolglerdeki lenfositlerde, mikroglialarda ve nétrofil 16kositlerde belirlendigi rapor
edilmistir [(Haligur M et al. (15), Oevermann A. et al. (18), Ilhan F et al. (28)]. Bu tez
calismasinda da 6zellikle basta medulla oblongata ve beyincikte yogun, pons ve talamusta
ise az yogun immunopozitiflik saptandi. Immunopozitif reaksiyonlar lenfosit, ndtrofil
16kosit ve mikroglialarda goriildii.

Listeria monocytogenes ile dogal enfekte SSS dokularinda GFAP ile ilgili yapilan
bir ¢aligmada 6zellikle perivaskiiler astrositler ile mikroglia, notrofil 10kosit, dejeneratif
ve nekrotik ndronlar giiclii immun reaksiyonlarin gozlendigi bildirilmistir. Ayrica,
perivaskiiler ile meningeal yangisal hiicrelerin oldugu bolgelerde GFAP pozitif
reaksiyonun varligt kaydedilmistir. Bunlara ilaveten serebellumdaki purkinje
hiicrelerinin de pozitiflik sergiledigi rapor edilmistir [(Haligur M et al. (15), Oevermann
A. et al. (18), Weinstock D. et al. (27), Ilhan F.ve ark. (28)]. Bu tez ¢alismasinda elde
edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu saptandi. Astrositlerin immunopozitifligi
Listeria monocytogenes enfeksiyonu sonucunda néronlarin beslenememesi sonrasinda
dejenerasyon ve nekroza ugradigi, bu durumun da etkenin ¢ogalmasi ve yayilmasina
ortam hazirlayabilecegi seklinde yorumlandi.

Apoptozun, konakgiya fayda saglamak icin enfekte olmus ve tehlike altindaki
hiicreleri ortadan kaldirabildigi bildirilmistir. Ornegin enfeksiyona karsi epitelyal
engelleri bozabildigi veya dolasimdaki bagisiklik hiicrelerini ortadan kaldirabildigi
kaydedilmistir [(Grant AJ et al. (88), Nogueira CV et al. (89), Peters KN et al. (90)]. Baz1
durumlarda kaspazlarin dogrudan hedeflenmesinin bakteriyel patojenler tarafindan
efektor proteinler yoluyla gerceklestirildigi rapor edilmistir. Gergekte bu tiir bir yikim
enfekte olmus hiicrelerin yasam siiresini manipiile etmek ve/veya enfeksiyonlarini
destekleyecek sekilde davranislarimi etkilemek amaciyla spesifik apoptotik yollar

indiiklemek veya inhibe etmek icin farkli modlar gelistiren farkli bakteriyel patojenler ile
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apoptotik kademenin hemen hemen tiim noktalarinda meydana gelebilmektedir. Bu
nedenle kaspaz-3'lin mekanizmasinin bozulmasi, konak¢inin enfeksiyona tepkisini
onemli Olclide zayiflatabildigi ve daha fazla bakteriyel enfeksiyonu tesvik ettigi
belirtilmistir [(Wall DM and McCormick BA (91)]. Yapilan caligmalarda listeriozis
enfeksiyonu sirasinda splenositlerin tiikenmesinin oncelikle kaspaz-3'e bagli apoptotik
hiicre 6liimiinden kaynaklandig: bildirilmektedir [Carrero JA et al. (57),0’Connell R et
al. (92), Zheng SJ et al. (93), Merrick JC et al. (94)]. Kaspaz-3, apoptozu baslatan ve
genellikle apoptozu 6lgmek i¢in kullanilan temel belirte¢ oldugu vurgulanmistir [Calame
DG et al. (95)]. Bu ¢alismada da kaspaz-3’iin immunopozitifligi etken ile enfekte olmus
hiicrelerin ortadan kaldirilarak etkenin yayilmasina engele olabilecegi ve bdylece konak¢i
savunmasina katki sundugu diistiniilmektedir.

Oksidatif stresin, serbest radikallerin iiretimi ile endojen antioksidan sistem
arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi ve oksidatif stresin lipitleri, proteinleri ve
niikleik asitleri olumsuz yonde etkiledigi kaydedilmistir [Halliwell B (64), Winterbourne
CC (63)]. Lm ile deneysel enfekte edilen sigirlarda yapilan calismalarda, sigirlarin beyin
dokusunda asir1 serbest radikal olusumuna bagl lipit oksidasyonunun meydana geldigi
bildirilmistir [Jaguezeski AM et al. (65)]. Sinir sisteminde olusan patolojik bulgularin
asir1 nitrik oksitten kaynaklanabildigi rapor edilmistir [Dawson VL et al. (77), Boje KM
and Aroa PK (96), Calabrese V et al. (78)]. Baz1 arastirmacilar, listerik ensefalitisin
patogenezinde cesitli NOS tiirlerinin giliglii ekspresyonunun goézlenebilecegini One
stirmiislerdir [Karayigit MO and Dincel GC (29), Shin T et al. (97)]. Yapilan bir
calismada pons ve medulla oblongata'da yer alan mikroapse odaklarindaki yangisal
hiicrelerde iINOS immiinreaktivitesinin yiiksek oldugu, bu durumun nitrik oksit sentezini
artirdiglr ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) aktivitesine katkida bulunarak beyin
ekstraselliiler matriksinde bozulmaya yol acabilecegini bildirilmistir [Karakurt E ve ark.
(98)]. Yapilan tez calismasinda da pons, medula oblongata ve beyincikte iNOS pozitif
alanlar tespit edilmis ve bu verilerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmistiir. iNOS
immunoreaktivitesinin apoptozu indiikleyebildigi ve listeria ile enfekte koyun santral
sinir sisteminde noropatolojinin oluguma yol agtig1 diisiiniilmektedir.

Viicutta 6nemli hasara neden olan oksidatif stresin, oksidanlar lehine gelisen bir
durum olup, oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki hassas fizyolojik dengenin

bozulmasimi ifade ettigi kaydedilmistir. Oksidanlarin olumsuz etkileri, g¢esitli hiicresel
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bilesenlere ve molekiillere (hiicre zarindaki lipitler ve proteinler ile mitokondriyal DNA
dahil) saldirarak hiicreleri istikrarsizlastirmada kendini gostermekte olup, mutasyonlara
veya hatta hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir [Sies H (99), Goriuc A et al. (100)].
Reaktif oksijen tiirlerinin DNA'daki guanin bazlarina kolayca saldirdig1 ve sitozin yerine
timidine baglanabilen 8-OHdG olusturdugu, buna dayanarak 8-OHdG seviyesi genellikle
oksidatif strese bagli bir mutagenezin biyobelirteci olarak kabul edildigi kaydedilmistir.
Ornegin, Helicobacter pylori ile iliskili kronik atrofik gastritis ve mide kanserinde daha
yiiksek 8-OHdG seviyeleri not edilmistir [Karayigit MO and Dincel GC (29), Young Ock
Cetal. (101)]. Yapilan bir ¢aligmada ekzojen 8-OHdG'nin stresle iligkili mukozal hasarin
hem yangiya dayali hem de oksidatif stresle iliskili hastaliklarinda ¢ok etkili oldugu,
sentetik 8-OHdG'nin yangiya dayali gastrointestinal hastaliklarinin tedavisi ve yangiyla
iligkili gastrointestinal kanserinin Onlenmesi icin potansiyel bir aday olabilecegi
vurgulanmigtir. Ekzojen 8-OHdG'nin Rac-guanozin trifosfat baglanmasin1 antagonize
ederek veya gastrik yangi kaskadindan sorumlu sinyalleri bloke ederek oksidatif stres
kaynakli gastritisi diizenleyen islevsel bir molekiil olabilecegi bildirilmistir. 8-OHdG
hasarinin DNA'da birikmesi, ndrodejenerasyon ve kanser dahil ¢esitli patolojik durumlara
yol acabildigi, analiz edilen 6nemli Olgliide degistirilmis baz hasar1 seviyesi, bu tiir
patolojiler i¢in potansiyel olarak erken tanisal bir biyobelirte¢ oldugu vurgulanmistir
[Young Ock C et al. (101)]. Listeria monocytogenes ile ilgili yapilan bir ¢alismada
apoptozis ve ndropatolojinin karmasik siiregler oldugu, néronlardan tiiretilen patolojik
nitrik oksit seviyelerinin apoptoza ve oksidatif stres veya nitrik oksit stresinin neden
oldugu mitokondriyal DNA hasarina katkida bulundugu belirtilmistir. Lm'in
patogenezinde, hedef DNA mitokondriyaldir, bu da hiicre solunum sisteminin birincil
hedef oldugunu gosterir [Karayigit MO and Dincel GC (29)]. Bu tez ¢alismasinda Lm ile
dogal enfekte koyunlarin SSS’de sekillenen néron hasarinin hiicrede artan oksidatif stres
sonucunda meydana geldigi ve bu durumun 8-OHdG’nin artisina neden oldugu yapilan
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda elde edilen immunopozitif reaksiyonla
anlasilmaktadir. Ayrica sonuglarin hiicrede meydana gelen 8-OHdG’nin mitokondrial
DNA hasarinin hiicrenin solunum sistemini etkiledigine dair bildirilen ilgili literatiirlerle

de uyumlu oldugu goriildi.

19



6. SONUC VE ONERILER:

Bu tez calismasinda Listeria monocytogenes ile dogal enfekte koyunlarin
santral sinir sistemine ait ve hastaligin patolojik bulgularini sergileyen
rombensefalon  bolgesinden alman dokulara  hastalifin  patolojik
mekanizmasina katki sunacak veriler elde edildi.

Histopatolojik incelemelerde elde edilen verilerin daha dnceki literatiirlerle
uyumlu oldugu saptandi.

Immunohistokimyasal olarak yapilan incelemelerde, etkenin varlig1 ortaya
konulmustur. Bu verinin diger literatiirlerle uyumlu oldugu goriildii.
Immunohistokimyasal olarak yapilan kaspaz-3, GFAP, iNOS ve 8-OHdG
immunopozitifliginin hastaligin patolojik ve dolayisiyla klinik bulgularin
sekillenmesinde 6nemli roller oynadigi kanisina varildi.

Bu tezde kullanilan tiim biyobelirteclerin, etkenin olusturmus oldugu ve
irettigi toksinin sonucunda hiicre i¢i sekillenen koruyucu mekanizmalar
oldugu, ancak etken tarafindan olusturulan etkinin siddetinin yiiksek
olmasima bagli olarak hiicre zedelenme siireglerinde rol oynayabilecekleri
diistinildii.

Biyobelirteclerden 6zellikle 8-OHdG’nin ekzojen olarak veya ilag
sanayisinde gelistirilmesiyle hastaligin tedavi siirecine ciddi oranda katk1

sunabilecegi diisiiniildii.
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