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1. OZETLER
1.1 OZET

Anahtar Kelimeler: Makrofaj yaniti; Nitrik oksit; Solunum patlamasi;
Salmonella typhimurium

Baslik: Bir intraselliiler mikroorganizmanin, fare peritoneal
makrofajlarinda olusturdugu nitrik oksit ve solunum patlamasi yanitlarinin
degerlendirilmesi

Organizmaya giren patojeni ilk olarak karsilayan genellikle dogal
bagisikhk sistemi, ilk hlicreler de makrofajlar olmaktadir. Makrofajlar, Oksijene
Bagimli/Bagimsiz Sistemleri ile patojenleri ortadan kaldirmaya c¢alisirlar.
Yapilan bu c¢aligsmada, intraselltler, firsatgi bir patojen olarak Salmonella
typhimurium kullanilmig, canli ve 6lU olarak hazirlanan bakteriler ile makrofaj
kolthrleri infekte edilmig, 24 saat sonunda nitrik oksid (NO) ve solunum
patlamasi (SP) yanitlar degerlendirilmistir. Dederlendirmenin amaci, Oksijene
Bagimli Sistemlerde yer alan NO ve SP yanitlarinin biribiri ile bagdintisi olup
olmadigini aragtirmak, ayrica olusan yanitin intraselltler patojenin invazyonuna
mi, yoksa lipoplisakkarid igeriginin varliina mi bagh oldugunu arastirmakti.
Yapilan deneyler sonunda, canli bakterilere karsi olusan yanitlarda 6I0
bakterilere kiyasla anlamli bir farklilik gdéziendi. Ayrica, NO yaniti
baskilandiginda SP yanitinin etkilenmedi§i sonucuna varildi. Sonug olarak,
NO ve SP yanitlarinin intraselltler patojenin makrofaj igine yerlestikten sonra
gucla bir gekilde ortaya ciktigi ve her iki sistem de oksijeni kullandi§i halde, SP
yanitimin  NO yanitinin  olusum mekanizmasindan ayri bir mekanizmayla
olustugu sonucuna variid.



1. 2 SUMMARY

Key Words: Macrophage response; nitric oxide; respiratory burst;
Salmonella typhimurium

Title: Determination of nitric oxide and respiratory burst response of mice
peritoneal macrophages after an intracellular pathogen infection.

Generally, the first defence system which responses to an entering
pathogen is natural immune system, the first cells are macrophages in human.
Macrophages have basically two systems in defence system: Oxygen
Dependent/Independent systems. In this study, Salmonella typhimurium has
been used as an intracellular pathogen, macrophage cultures have been
infected by live and dead bacteria and after 24 hours nitric oxide (NO) and
respiratory burst (RB) responses have been determined. The main target of this
study is, the determination of the possibility of a relationship between these two
systems, and determination of the trigger mechanism of these systems. After
related experiments, a significant difference has been found between live and
dead bacteria in NO and RB responses and RB response has not been
effected when NO response has been inhibited. As a result, we suggest that
when an intracellular pathogen enters a macrophage, a powerful NO and RB
response occurs, and NO response inhibition has no effect on RB response.



2. GIRIS ve AMAG

21 Girig

infeksiyonlara karsi gelisen bagisiklikta, dogal bagisiklik sisteminin
davraniglari her zaman iigi ¢ekmistir. Organizmaya giren patojeni ilk olarak
kargilayan genellikle dogal bagisiklik sistemi, ilk hicreler de makrofajlar
olmaktadir. Makrofajlar, patojenin ortadan kaldinimasinda dogal bagisiklik
sistemi ile 6zgin bagdisiklik sistemi arasinda adeta bir képrii islevi gorar (1,2).

Makrofajlar, kemik iligi promonositlerinden, kan monositlerine
bagkalastiktan sonra dokularda olgun makrofajlara doénustrler, bdylece
mononikleer fagosit sistemini olustururlar. Daha g¢ok pirojenik bakterilere karsi
savunmayi olusturan polimorflarin  tersine, makrofajlarin  konakginin

hucrelerinde yagayabilen bakteri, virus ve protoozonlara kars) savunmayi
olusturdugu soylenebilinir.

Fagositozun baglamasindan 6nce, mikroorganizmanin 6ncelikle
makrofajin ylUzeyine yapismasi gerekmektedir. Bu olgu, primitif bir tanima
mekanizmasiyla karbonhidratlara karsi olur. Yapismadan sonra, karbonhidratin

dogasina uygun olarak pseudopodiarin gikmasini saglayan bir aktin-miyozin
kontraktil sistemi uyarilir.

Pseudopodlarin  mikroorganizmayi sarmasindan sonra da, uygun
reseptorler mikroorganizmaya yapisir, plazma membrani bu partiktl sarar ve
bir fermuar gibi kapanarak mikroorganizmayi bir vakuol igine alarak kapatir. Bu
asamadan sonra, makrofajin i¢indeki Oksijene Bagimli vel/veya Bagimsiz
Sistemler devreye girerek mikroorganizmay! Gldl’ereyé calisir (3).



2. 1. 1 Oksijenden Bagimsiz Sistem: Bu sistem kapsaminda, katepsin G,
lizozim, laktoferrin, proteolitik enzimler bulunmaktadir.

Katepsin G; Yiksek molekuler agirliktaki katyonik proteinlerdir, lipit
tabakalarinda iyon gegirgen kanallar olustururlar ve fagolizozomlarin
olusumundan sonra devreye girerler. Antikora-benzer 6zellik gésterirler,

Lizozim: Bakteri duvarindaki mukopeptidleri yikarlar,

Laktoferrin: Demire baglanabilirler ve bakteriler tarafindan kullanimini
engellerler,

Proteolitik enzimler: Oldurulen organizmalarin sindirilmesini saglarlar.

2. 1. 2 Oksijene Bagiml Sistem: Reaktif Oksijen Ara Maddeleri ve
Reaktif Nitrojen Ara Maddeleri olarak iki bélimden olusur;

2. 1. 2a) Reaktif Oksijen Ara Maddeleri; NADPH (Nikotin adenin
dintkleotid fosfat) olugturmak tizere, heksoz monofosfat sant aktivitesi belirgin
bicimde artar. NADPH, molekuler oksijen bagini plazma membran sitokromu
(sitokrom b-245) Uzerinden solunum patlamasina (SP) g6tarar. Sonugta
oksijen, ¢ok gug¢li mikrobisidal etkileri olan sUperoksid anyonu, hidrojen
peroksit, singlet oksijen (aktiflenmis oksijen) ve hidroksil radikallerine déntstr

(3)..

2. 1. 2b) Reaktif Nitrojen Ara Maddeleri; Nitrojen Ara Maddeleri, hormal
amino asit ve Ure siklusu yani normal nitrojen metabolizmasi sirasinda ortaya
cikarlar. Makrofaj icindeki reseptérier devreye dirdikten sonra, L-arjinin' nin
terminal guanidino nitrojen atomlarindan birinin oksidasyonu sonucunda ara
Urdn olarak nitrik oksit (NO) olugur (4). NO' in sitotoksik etkisi, bu molekulun
mitokondriyal elektron transport zincirinde yer alan nikotin adenin dintukleotid
ubikinon oksirediktaz ve stksinat ubikinon oksirediktaz (5), sitrik asit
siklusunda yer alan akonitaz (6) ve sitozolik ribonUkleotid reduktaz (7)
enzimlerinin selektif inhibisyonuna baghidir. Ayrica NO, oksijenle birlegir ve



nitritler olugur. Nitritlere hidrojen eklenmesiyle nitroz asit (fizyolojik pH' da stabil
degildir), ondan da nitrat ve hidroksi radikali olusur (8).

2.2 AMAG

Yapilan bu g¢aligmada amag, 6zgul olmayan bagisikilk sisteminde yer
alan makrofajlarin  intraselltller mikroorganizmalara karsi gelistirdikleri,
Oksijene Bagimlt Savunma Sistemleri' nde yer alan NO ve SP yanitlarinin,
intraselliler fakultatif bir patojen olan Salmonella typhimurium' un intraselltler
varh@mna (invazyonuna) bagh olusup olugmadiklarinin ve eger oluguyoriarsa bu
iki savunma sisteminin biribiriyle bagintisi olup olmadiginin aragtiriimasidir.

Bu amagla, Salmonella typhimurium' un mutant olmayan kdékeni (ayni
yoguniuklarda olmak tGizere, hem canli hem 610 sekilde) ile, gerek NO inhibitéra
kullanilarak gerekse inhibitér kullanilimadan hazirlanan BALB/c farelerin
peritoneal makrofaj kulturleri, ayni yogunlukta ayr ayn infekte edilmis ve 24
saat sonunda olusan NO ve SP yanitlan degerlendirilmistir. Ayni ¢alismada,
kultarlere digsaridan eklenen L-arjinin' nin NO yanitini etkileyip etkilemedidi,

dolayistyla olusan NO yanitinin L-arjinin metabolizmasi Grint olup olmadigi da
arastinimistir.

-



3. GENEL BILGILER
3.1  Nitrik Oksit (NO)

Nitrojenin reaktif oksidleri, 1980’ li yillarin sonuna kadar Achromobacter
cycloclastes, Alcaligenes faecalis, Bacillus halodenitrificans (9,10,11)...gibi
dogada yaygin olan bakteri tarleri tarafindan aretilen ve sadece akciger
hastaliklarini alevlendiren veya yiyeceklerin korunmasinda kullanilan maddeler
olarak bilinirdi {12). Bu yillarda elde edilen sonuglar NO' in disiplinlerarast
arastirmalarim tetikledi. Bu sonuglara gére NO memeli hucrelerinin bilinen
biyoaktif salg! trtinleri iginde en dugtuk molekiler agirhigi tagimaktayds. Yiksek
kimyasal etkinliginin anlami ise, yan-omrinin kisahdt ve iligkilerindeki
6zgllugunan minimal oimasiydi (12). liging olan baska bir arastirma sonucu bu
¢ok basit, hizla kaybolup giden karigik reaktanin néroiletim ve damarsal tonts
mekanizmalarini kontrol edebilecek yeterli bilgiyi tasiyabildigini gosterdi (13).
Yine ¢ok ilging bir bagka sonug da, bu maddenin mikroplar ve timér hiicrelerini
yok edebilmesiydi (14,15). Bu agsamadan sonra bilim adamlari kendilerine,
memeli hicrelerinin NO' i nasil Urettigini ve bu kadar ¢ok ve karisik fizyolojik
mekanizmayi nasil harekete gegirebildigini sormaya bagladilar. 1981-1986

yillar1 arasinda 10 bilimsel yayin bu konuya kaynak olurken, 1987-1992
arasinda bu sayi 500' U buldu .

-

Arastirmalarin  baglangi¢ yillarina gidersek, 1980' |i yillarda
karsinogenezin analizi c¢alismalarinda, memeli hucrelerinin nitrojenden
inorganik oksidler olusturdugu bulundu. Daha dusik nitrath diyetle beslenen
insanlarda, endojen bir nitrat sentezi olustugu bulundu (16). Normal kosullar
altinda, insanlarda yaklagik 1 mmol / gun nitrat sentezi oldugu bilinmekteydi
(17). Bu nitrat sentezinin ilk anda barsaklarin mikrobiyal metabolizmasi sonucu
ortaya ¢iktig) dustinuldiyse de, daha sonra "germ-free” hayvanlarda memeli
orijihli oldugu gosteriidi (18). Yine insan deneklerde (16) yineleyen
infekéiyonlarda idrarla atilan nitratin keskin bir bigimde arttigi, siganiar (17) ve
farelerde de bu artisin (18) inflammatuar, infeksiy6z maddeler injekte
edildiginde taklit edildigi gorulda.



ilerleyen arastirmalarin bir baska kolunda da, aktive olmus fare
makrofajlarinin  solunumu baskilayici ve sitostatik etkisinin biyokimyasal
nedenleri arastiriirken, makrofajlarin  demir eksikligi ve demir-sulfar
enzimlerinin baskilanmasiyla ilerleyen, ttmér hicreleri ve funguslarda oksidatif
bir hasar olusturdugu kanitiandi (8,19). Hucre digi ortamda bulunan L-arjinin
ise bu tur bir sitotoksik etkide gerekli ve yeterli olan bir metabolitti (20,21,22).
Bu sitotoksik etki ile ilgili galismalara kisa sturede helmintler, protozoonlar ve
mikobakterlerle ilgili galismalar da eklendi (19). Cok énemli bir baska aragtirma
sonucunda ise, nitrojenin reaktif oksitlerinin Uretiminin nitrojene baglh L-arjinin
analoglanyla basklandigi bulundu. Bu tar analoglarin kullaniimasi NO
arastirmalarinda tam anlamiyla bir kése tasini olusturdu (23,24,25,26).
Vazodilatasyon ile ilgili aragtirmalarda NO' in trombosit agregasyonunu
baskiladig (27) ve damar genigslemesine neden oldugu (28) saptandi. Bunun
Uizerine endotelyumdan salinan labil, damar gevsetici maddeye Endotelyumdan
Kaynaklanan Gevsetici Etken (Endotelium-Derived Relaxing Factor=EDRF) adi
verildi. Iki farmakoloji grubu bu konuda yaptiklar: galigmalar sonucunda bu iki
maddenin aslinda, NO adi altinda birlesebilecegini gosterdi ¢ink( her iki
madde de ayni 6zellikleri tagiyordu (29,30). Aktive makrofajlarin son derecede
reaktif bir Griint olan NO, gaz formunda bir dizenleyicidir, anstabildir ve etkisi
kisadir. Olusumundan 5-10 saniye sonra, su ve oksijen ile, nitrit ve nitratlara
okside olur (31). L-arjinin' nin bir guanidino nitrojeni, bes elektronluk bir

‘oksidasyona gider ve bir N-hidroksil-L-arjinin ara 0rdna yolu ile gaz formunda
bir radikal olan NO' i verir.

NADPH, bu ara urintn olusumu igin iki elektron ve ileri oksidasyon igin
de bir elektron verir. Her iki basamak da, flavo adenin dintkleotid (FAD) ve
flavo mono nukleotid (FMN) iceren bir enzim olan Nitrik Oksid Sentaz enzimi
(NOS) ile katalizienir. Ozet olarak; L-arjinin, oksijen ve NADPH yardimci
substratlar ; FMN, FAD, hem ve tetrahidrobiyopiteriq yardimci faktorler ; ve NO

ile L-sitrilin de bir dioksigenaz olan NOS ile katalizlenen bir reaksiyonun yan
aranleridir (32).



NQ' in olusumu, asagidaki formulde agiklandigi sekilde gergeklesir:

NH» NHz

| NADPH ------- NADP * I

C =NH» C=0

| 1

NH ‘ NH

| 02 |

(CH2)3 e (CH2)3 + NO
I Nitrik Oksid Sentaz |
CH-COO - CH-COO-
i |

*NHg *NH3
Arjinin Sitriilin

Biyolojik sistemlerdeki kisa yari-omri, direkt olarak taninmasinda
problem olusturur. NO biyosentezi, yaklasik olarak 12 saatlik bir indiksiyon

zamanina gereksinim duyan ve en az 3 gin devam eden stabil bir son Grn
olan nitritin birikimi ile tesbit edilir. "

-

NO gazinin, olusumundan birkag saniye sonra nitrit ve nitratlara
donastaguna bilinmektedir.Bu kimyasal olaya dayanarak yapilan deneylerde
nitrit birikimi degerlendirilerek, NO yaniti Uzerine yorum yapmak mamkandar.
Nitrit, bu galismada da oldugu gibi, son Grun olarak bir kromoforun olustugu ve

klasik olarak "Griess Reaksiyonu" olarak bilinen bir reaksiyon sonucu tesbit
edilebilinir (33).



"Griess Reaksiyonu" nun olusma prensibi su sekilde 6zetlenebilinir:
Ortamda biriken nitritin - délgimU  kirmizi bir azo bilesiginin  olusumuna
dayanmaktadir. Bunun gergeklesebilmesi igin o6nce, sulfanilamide veya
sulfanilik asit gibi primer aminlerin asidik solisyonu, nitritler ile bir diazonyum
tuzu olusturmak Uzere reaksiyona girer. Bu bilesim bir sonraki asamada
aromatik aminle birleserek kirmizi bir azo boyasi verir. Bu boyanin yoguniugu
da spektrofotometrede 6lgilebilinir. ‘

Iki tip NOS vardir; "esas" (constitutive) tip (cNOS) ve lipopolisakkaridler
(LPS) ve sitokinlerin inflammatuar |6kositleri uyarmasiyla  Uretilen
"indUklenebilinen" (inducible) (iNOS) tip.

cNOS, sitozoliktir, Cal/kalmoduline bagimhdir, glukokortikoidlerden
etkilenmez ve reseptér veya fizyolojik uyarimlar sonucunda kisa sureli NO
uretir, hicresel kaynaklan endotelyal hicreler ve bazi merkezi néronlar,
pankreas adaciklarindaki beta hiicreleri ile renal makula densa hucreleridir.

iINOS, sitozoliktir, Ca' dan bagimsizdir, diger yardimci faktérler gibi
tetrabiyopiterine gereksinim duyar, Uretimi glukokortikoidlerle baskianir,

hiicresel kaynaklari makrofajlar, karsinoma hucreleri, inflammatuar nétrofiller ve
astrositlerdir (12).

-
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Nitrik Oksid Sentaz' larin ayirimi, su sekilde 6zetlenebilinir:
cNOS ) iNOS

Hiicresel Kaynaklar

Endotelyal hucreler Makrofajlar
Bazi merkezi néronlar : Karsinoma hicreleri
Pankreas adacikiari beta h. Inflammatuar nétrofiller
Renal makula densa h. Astrositler

Hizli etkiyen aktivatorier
Yanit veren h.'ye bagh olarak: Tanimlanan yok.

Kalsiyum iyonoforlari
Elektriksel uyari
Asetilkolin,bradikinin

Trombin
Derece derece etkiyen indiiktérler
Tanimlanan yok. IFN + LPS
IFN + TNF
IFN + IL-1

fki NOS arasindaki benzerlik ve farklilikiar su sekilde 6zetlenebilinir:

cNOS iNOS

Sitozolik Sitozolik

NADPH' a bagiml NADPH' a bagiml

Dioksigenaz Dioksigenaz

L-arginine analoglariyla inhibe L-arginine analoglariyla
inhibe

Ca2* / kalmodulin' e bagimii Ca2t/kalmodulin'den
bagimsiz

Pikomol NO salinimi Nanomol NO salinimi

Kisa sareli salinim Uzun sareli salinim

Glukokortikoidlerden etkilenmez Glukokortikoidlerle

baskilanir



1

3.2 NO ve Bagisikhk Sistemi ile lligkisi

Aktive olan makrofajlar, bakteri ve protozoon gibi mikroorganizmalara
karsi 6zgul olmayan sitotoksik bir aktivite gosterirler (34). Benzer bigimde,
mikroorganizmalar ve LPS uygulamasi da makrofajlarin, neoplastik hicrelere
kars! sitotoksisite gosterecekleri sekilde davraniglarim degistirir (35).

Makrofajlar, NO saliniminda islevleri bilinen ve genis arastirma konusu
olmaya devam eden sitokinlerin etkileri altinda davranirlar. Bilinen ilk
mekanizma, IFN-gamma ile Tumor Necrosis Factor-aifa (TNF-alfa) nin
sinerjistik olarak NO Uretimini arttirdigidir (36). Deneysel uygulamalarda, anti
TNF-alfa' nin NO Gretimini yariya yakin azalttid@i géralmustir. Ayrica Interlokin-

1 (IL-1), IL-4, IL-10, IL-12 Uretime destek olurken (37), IL-13 ise NO Uretimini
baskilamaktadir (38).

Endojen NO' in kedi mezenterik venlerindeki endotelyuma, |6kositlerin
adezyonuna tonik bir baskilayici etki yaptigi gérdimastir. NOS inhibitorlerinin
uygulanmasi noétrofillerdeki CD11/CD18 adezyon molekullerinin sayisini
arttirmig, ayni zamanda nétrofillerin damar duvarina tutunmalarini ve damar
digi dokuya goéglerini arttirmistir (39). Bir bagka deneysel galismada, LPS' e
bagli hepatotoksisite, barsak doku hasart ve damar gegirgenligi NO
inhibitérierince baskilanmis ve NO dondrii  S-nitroso-N-acetyl-penicillamine
(SNAP) ile patolojik hasar geri déndurtimustur (40). Makrofajdan kaynaklanan
NO, vyalnizca intrasellller parazitleri (41) ve neoplastik hucreleri (12)
oldurmekle kalmaz, aynt zamanda 6zgil lenfosit yanitlarinin geligimini de
saglar (12). Aktive olan makrofajlar, NO ve sitokinlerin salimmi yolu ile bagigik
yanitlari arttinr veya baskilarlar. NO' in makrofajlardan kendiliginden salinimi
ile I6kositler, makrofajlardan kaynakianan sitokinlere karg! duyarsizlagabilirler
(12). Bu iligkilerin bilinmesi kugkusuz ileri calismalarda sitokinlerin, NO
b'askllaylcnarmln ve NO dondrlerinin  NO dretimindeki etkilerinin  ve
etkilesimlerinin, bagisik sistem davraniglar ve olgularin sagaltimindaki rollerini
gundeme getirmektedir. Gunumizde deneysel amaglarla, NO' nun gaz
formunda ve eriyik infuzyonu seklinde sagaltimda kullanimi s6z konusudur,
ancak stphesiz bu konularda daha fazla bilgiye gereksinim vardir (12).
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3.3  Solunum Patlamasi (SP)

Polimorfonukleer I6kositler (PMN), inflamasyon bdlgesinde LPS,
mikroorganizmalar veya bagisik komplekslerin uyarisiyla bir Solunum
Patilamasi' na (SP) giderler. "Solunum Patlamasi" adini almasinin nedeni, PMN'
lerin keskin bir artigla oksijen kullanmaya baglamalaridir. Bu keskin oksijen
kullanim artig1, mikrobiyal patojenlerin éldurtimesinde yer alan oksidan torlerin,
iki farkli enzimle olusturulmasi fenomeninden sorumludur. Enzimlerden
birincisi, sitokrom b-245 tasiyan, plazma membranina bagli NADPH oksidaz
sistemidir. Bu sistem, stperoksidaz anyon radikali olugturmak Gzere molekiler
oksijenin  univalan olarak indirgenmesini  katalizler. Ikinci  enzim,
myeloperoksidazdir. Bu enzim nétrofillerin azurofilik grantllerinde yerlegen bir
hemoproteindir ve myeloperoksidaz oksidan hipokloroz asidin (hypochlorous
acid) Uretimini katalizler (42). SP nin gergeklesmesi igin lizozom flizyonu
gerekli degildir, reaksiyon fagozomun iceri alinmasiyla spontan olarak
gercekiesir. Eger lizozom fuzyonu gergeklesirse, myeloperoksidaz fagozoma
girebilir peroksidlere etki eder ve toksik oksidanlar olusur (43). Reaktif Oksijen
Ara Maddeleri olusumu, asagidaki kimyasal reaksiyonlarda 6zetlendigi gibi
gerceklesir:

1. Glukoz + NADP?* (heksoz monofosfat yolu) pentozmonofosfat + NADPH
(Heksoz monofosfat tizerinden, NADPH ortaya ¢ikar)

2. NADPH.+ Oy (sitokrom b-p45) NADP* + 205"

(Ilk enzim olan sitokrom_enzimiareye girer ve siiperoksid anyonu olusur)
3.209 * + 2H* (Spontan dismutasyon) HoO2 + 10,

(Bu basamakta spontan dismutasyon yoluyla; hidrojen peroksid ve singlet
oksijen ortaya ¢ikar)

4.0p + HpO0p . OH + OH "+ 102

(Bu basamakta da  yine spontan dismutasyonla hidroksil radikalleri ve
singlet oksijen olusur)

5. Ho Oy + CI- (Myeloperoksidaz) OCI + H0

(Bu basamakta ikinci enzim olan myeloperoksidaz enzimi devreye girer,
klorarin varliginda, myelopercksidaz enzimi hidrojen peroksidi pargalar ve bir
sonraki basamakta mikrobisidal singlet oksijen olusur).

6. OCI- + Ho0 105 + CI-+ HoO =
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Oksijene Bagimit Savunma Sistemlerinden birinin de, oksijen
radikallerinin Gretimi oldugu bilinmektedir. Yukarida da acgiklandigi Gzere, igine
bir bakteriyi alan fagositik hticrede oksijen kullaniminda buyuk bir artis ortaya
cikar. Oksijenin fagositik hucreler tarafindan aliminin agiklanmasi da, direkt
olarak bir oksijen elektrodunun kullanimi ile olur. Redoks bir boya olan Nitro

Blue Tetrazolium (NBT)' un indirgenmesi testi ile radikallerin ortamdaki varlig
saptanabilinir (43).

NBT' nin galisma prensibi su sekilde agiklanabilinir; iglerine bir patojen
alan makrofajlar sari renkteki ¢ozunebilir NBT boyasini, fagositik vakuoller
icinde ¢6ztinmez - koyu mavi renkteki formazan gokeleklere gevirirler. Ortaya
cikan kimyasal olay, hucrenin igindeki nukleotid oksidazin varligina baghdir, bu
da bize superoksidin varligini, dolayisiyla SP’ yi gosterir.

3.4 SP ve Bagisikhk Sistemi ile lligkisi

Tumoérun veya inflamasyonun gelistigi bolgelerde, makrofaj ve noétrofiller
gibi inflamasyon hucrelerinin aktive olmasiyla ortaya ¢ikan SP, inflamasyon
hicreleri disinda fagositik olmayan hicreler tarafindan da olusturabilinir.
Ornegin, Epstein-Barr virus tarafindan transforme olan insan B-lenfositleri,
nétrofillerin NADPH-oksidaz sistemine benzer bigimdé sUperoksid yapabilirler.
Superoksid, l6kositler digindaki hucreler tarafindan da  retilir.  Insan
fibroblastlar; IL-1 veya TNF-alfa gibi sitokinlerin uyarisiyla superoksid
salgilarlar. Onkojen ile transforme olan fibroblastlar da anlamli ve sabit
oranlarda superoksid salgilarlar. Hidojen peroksid ise, melanoma - kolon
karsinomu - pankreatik karsinoma - noroblastoma - over ve gogus karsinomu
gibi insan tumdr hucreleri tarafindan da salgilanir (44).

Oksijen radikalleri, romatoid artrit-ateroskleroz-pulmoner amfizem-
kanser-inflamatuar barsak hastali§i ve periodontal hastalik gibi inflamatuar
hastaliklarda gdsterilmistir. Radikaller ayni zamanda yaglanmanin normal
gelisiminde de ortaya ¢ikar (45).
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Radikallerin azhgi ya da asirihigi bazi hastaliklarin nedeni olabilir;
Genetik bir sendrom olan Kronik Grantlomatéz Hastalikta sitokrom b-245
yoktur ve SP gergeklesemez. Bu olgularda, direngli bakteriyel infeksiyonlar
goralur. NADPH oksidaz ise bakteriyel invazyona karsi kontrolli akut
inflamatuar yanitta yer alir, ancak bu enzimin asiri varligi da doku hasarina
neden olur (45). SP sirasinda ortaya ¢tkan stUperoksid anyonuna ve hidrojen
perokside karsi sUperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri
devreye girer. Bu enzimler, radikallerin olusumunu baskilarlar ve denge
gorevini ustlenirler. Ancak SP sirasinda olugan hidroksi radikallerine karsi bir
savunma-dengeleme sistemi yoktur, vicut igin savunma islevini yerine getiren
hidroksi radikali daha sonra da vicut igin zararli olmaya baglar (yaslanma,...

gibi ). Yani vicut yagsamak igin oksijeni kullanir ama, oksijen ayni zamanda onu
Slume géturar (45).

3.5 Deneysel Sistemlerde intraselliiler Patojen Olarak Kullanilan
Salmonella typhimurium' un Tanmitilmasi

Salmonella  typhimurium, retikUloendotelyal sistemin  fagositik
hicrelerinde yasayabilen, fareler i¢in faktltatif intraselliler bir patojendir ve
bagisik direnci dusuk insanlardaki gastroenteritin baglica etkenlerindendir.

Genetik ve fizyolojik olarak S. typhimuriumiiyi tanimlanmig olmasina
karsin, makrofaj iginde canh kalabilme mekanizmalari ile ilgili bilgiler sinirlidir.
S. typhimurium, fagolizozom iginde yasayabilir ve g¢ogalabilir. Bakterinin

yUzeyindeki lipopolisakkarit (LPS, O antijeni veya endotoksin), iyi tanimlanns
bir virulans etkendir (46).

O antijeninde yer alan lipopolisakkaritler, bir bazal kor polisakkaridine

tutunan yineleyen oligosakkarit Gniteleri igerir. Bu bazal kor polisakkaridi, lipid
A kompleksine tutunur.

Yineleyen oligosakkarit Gniteleri, dis membran ytuzeyinden gok ince, gok
kaguk lifler gibi gikarlar. Hucrenin dis ylUzeyine sunulduklarinda, spesifik
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karbonhidrat  yapilarindan  olustuklarindan, bu lifler yogun olarak
immunojeniktirier. O antijeni tarmi bu lifleri tanimlar.

Bakteriler henuz agiklanamayan bir gekilde, evrim sUreci icinde bu

antijenik yapilarini genetik olarak ¢ok hizli sekilde degistirerek vGcudun
savunma sistemlerinden kagarlar (47).

Salmonella typhimurium® un basganll infeksiyonu, birgok kogulun
koordineli olarak bir araya gelmesiyle ortaya gikar. Hucre zarfindaki LPS ve
diger bilesimler, mikroorganizmanin konakginin iginde yasayabilmesini ve
bakteri yuzeyinde kompleman birikmesini onleyerek fagositoz ve makrofaj
tarafindan yok edilmesinden korunmasim da saglarlar. Ayrica motilite de
bakterinin uygun invazyon yapabilecegi bolgelere ulasabilmesini saglar (46).

Retikuloendotelyal sistemde (RES) S. fyphimurium' un intraselliler
patojenitesinin arastirildigi deneysel galismalarda, gentamisin kullaniimig, bu
yolla ekstraselluler mikroorganizmalar elimine edilerek, intraselltler
mikroorganizmalarin etkileri ortaya konmaya ¢aligiimistir (48).
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4. GEREGLER ve YONTEMLER -

4.1 Deneylerde Kullanilan Geregler, Kimyasal Méddeler ve Bakteri
Kokeni

"~ 4.1.1 Deneylerde kulianilan geregler:

96 gozlu steril, kaltar plate' i (NUNC, Cat.No: F 16 70 08),
96 gozIt Immunoplate (NUNC, Maxisorp Cat.No: 43 94 54),
Lamine Air Flow Cabinet ,

Karbondioksidli Etiyv ,

Spektrofotometre ,

Uygun pipetler ve steril pipet uglari.

4.1.2 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler:

RPMI-1640 medium (SIGMA, Cat.No: R 87 58, Liquid Medium-with L-
glutamine, sodium bicarbonate and phenol red-Endotoxin Tested),
Foetal Calf Serum (FCS) (SEROMED-Biochrom KG, Cat.No: SO113-
Tested for Mycoplasma-Low Endotoxin Level),

Penicillin + Streptomycin Solusyonu (SIGMA, Cat.No: P 07 81-steril-
Endotoxin and Cell Culture Tested; 10. 000 U/ml Penicillin + 10 mg/ml
Streptomycin), "

N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (SIGMA, Cat.No: N-57 51),
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (SIGMA, Cat.No: N 68 76),
N-(1-Napthyl) ethyl-enediamine (SIGMA, Cat.No: N-91 25),
Sulfanilamide (p-Aminobenzenesulfonamide) (SIGMA, Cat.No: S-92 51),
Genta ampul (lbrahim Etem, 20mg/ml),

L-arginine (SIGMA, Cat.No: A-37 84),

Sodyum Nitrite (NaNO9) (SIGMA, Cat.No: S-22 52),
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4.1.3 Deneylerde kullanilan bakteri kékeni:

Diyabetes mellitus' lu - insan bir olgudan izole - 37°C' a duyarli olmayan
- mutant olmayan Salmonella typhimurium kékeni (K 1961)

Yurtdisindaki bir merkezden armagan olarak gelen kékenden, saf kultir
olup olmadigini kontrol etmek amaciyla, uygun agar plaklarina ekim yapildi. 37
derecede Uretilen kolonilerden igne 6ze ile Ureaz sivi besiyerine ekim yapildi
ve 2 saat, 37 derecede inkibe edildi. Ureaz olumsuz olduklar gorildi. Ayni
kolonilerdeki bakterilerden bir 6rnek bir damila steril tuzlu suda ezilerek, tizerine

bir damla polivalan Salmonella bagisik serumu damlatilip aglitinasyon oldugu
gorulda.

Yine saf kaltirden gram boyasi ve hareket incelendi. Gram olumsuz ve
hareketli oldukiari géruldi. Saf kuiturden alinan 6rnekten, Triple Sugar lron
(TS1) ye ekim yapildi. Inkibasyon sonunda yatik kismin alkali, dip kismin
asidik oldugu, gaz ve hidrojen sdlfirin olustugu gérildd. Bu agamalardan
sonra, tuzlu suda hazirlanan bakteri stispansiyonu sira ile OA, OB, OC, OD ve
OE polivalan grup aglatinan serumlariyla kargtlagtiriidi. OB ile aglitinasyon
verdigi goruldu ve 1,4,5,12 O antijenlerine kargi hazirlanmig monovalan serum
ile spesifik i H antijenine karsi hazirlanmis monovalan serum ile bakteri

kargilagtiriidi, pozitif bulundu. Bu testlerle kékenin Salmonella typhimurium
oldugu kanitlandi.

4.2 Deneylerde Kullanilan Fareler

Yapilan deneylerde, S. typhimurium ' a duyarli oldugu bilinen BALB/c
genetik kokenli farelerin peritoneal makrofajlari kullanilmigtir. Deneylerde
kullanilan fareler, Dokuz Eylul Universitesi Multidisiplin Laboratuarlar' nda
yetistirilen, 8-12 haftalik, saghkh digi farelerden segilmistir. Farelerin bakimi ve
izlenmesi arastirmaci tarafindan yapilmisgtir. N
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4.3 Fare Peritoneal Makrofajlannin Elde Edilmesi

Fare peritoneal makrofajlarinin elde edilmesi igin bilinen, klasik bir
yontem kullaniimistir (49). Yontem gdyle tanimlanabilinir: Fareler 6nce usuliine
uygun olarak servikal dislokasyonla olduralmustar. Daha sonra sirt Gstl
yatiriiarak, ekstremitelerinden ignelenmis, karin derisi %70' lik alkolle silinmig
ve steril makas yardimiyla karin boslugu agilmistir. Bu iglemden sonra periton
boslugu %5 fetal calf serum (FCS)' luk , heparinli (0,4 mi/100 mi), steril
phosphate buffered saline (PBS) solusyonu ile yikanmig ve peritoneal

makrofajlar alinmistir. Makrofajlar, steril tupler iginde, buz Gzerinde laboratuara
taginmistir.

4.4 Makrofajlann Kiiltiire Ahnmasi

Laboratuara getirilen makrofajlar steril kosullarda ("lamine air flow"
altinda), %5' lik FCS' lu RPMI-1640 (10. 000 U/ml Penicillin + 10 mg/ml
Streptomycin) ile yikanmis, uygun miktarda metilviyole ile Burger-Tirk
kamerada sayimi yapllmig, hucre yoguniuklari hesaplanmis ve hucreler
2x106/ml olacak sekilde plate cukurlarina dagitimi yapiimistir.

Bundan sonraki agamada makrofajlar 37°C' da, %5 CO2 altinda, RPMI-
1640 ile bir gece boyunca inkibe edilmistir. Bir gece inkbbasyonun amaci,
makrofajlarin tam olarak plate tabanina yaplgmasmi saglamaktir. Hazirlanan
makrofaj kilturlerinden drnek bir gorantt Fotograf 1. de sunulmusgtur.
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Fotograf 1: Kiiltlire alinmig fare peritoneal makrofajlarinin gériiniimii. Plate
tabanina tam olarak yapisnus olan  makrofajlar daha koyu renkte
gérunmektedir. izlenen diger hucreler lenfositlerdir ( X400 buyutme, faz
kontrast mikroskobik gérunti) ( Makrofaj fotograflarinin ¢ekiminde yardimci
olan, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali' ndan Kemal KORKMAZ' a tesekkir ederiz).
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4.5  Makrofajlann intraselliller Patojen ile infekte Edilmesi
Deney sisteminde denenecek kriterler su sekilde gruplandiriimistir:

4.5.1 Kontrol grubu: Bu grup, kultare alinmig makrofajlarin spontan
olarak NO ve / veya SP yaniti olusturup olusturmadikiarini, dolayisiyla farelerin
herhangi bir infeksiyonlari olup olmadigini sinamak igin segiimistir. Bu grup g
gukurun yalnizca makrofajlara birakilmasi, higbir kimyasal maddenin bu
gukurlara eklenmemesi yoluyla hazirlanmigtir, bu gruptaki hicrelerin ortami
deneyin basindan sonuna kadar degistirilmemisgtir,

4.5.2 "Canh" S. typhimurium grubu: Bu grup, canli bakteriyle infekte
edilen makrofajlardan elde edilecek yanitlar igin hazirlanmistir. Bu grupta g
cukur insandan izole, 1siya duyarli olmayan, 37°C' da canli kalabilen, mutant
olmayan, patojen S. fyphimurium susu ile McFarland skalasina gére 1
duzeyinde (3x108/Mly bakteri ile, 30 dakika 37°C' da, %5 CO5' li ortamda
infekte edilmis, bu strenin sonunda ekstraselltler bakterilerin éldurtlmesi igin
hazirlanan 200 pg/ml gentamisinli RPMI-1640 ile gukurlar 3 kez yikanmistir. Bu
asamadan sonra makrofajlar 100 pg/ml gentamisin yogunlugunda hazirlanan
RPMI-1640 ile 24 saat, 370C' da- %5 CO2' li ortamda inkUbe edilmistir,

4.5.3 "Canl" bakteri + L-NAME grubu: Bu grup, canli bakterilerle
olugsacak NO ve SP yanitlarinin, NO inhibitéri olan L-NAME ile etkilenip
etkilenmedigini test etmek igin hazirlanmigtir. Bu grupta canli bakterilere son
inkilbasyon agamasinda final konsantrasyonda 1mM/ml L-NAME eklenmistir. L-

NAME, RPMI-1640 ile dilue edilmis, 0.22 um' lik filtreden stizGimis ve 3 gukura
eklenmistir,

4.5.4 "Canl" bakteri + L-NAME + L-arjinin grubu: Bu grup, olusan NO
yanitinin, L-NAME ile baskilandiktan sonra, L-arjinin metabolizmasina uygun
olarak, eklenen L-arjinin ile artip artmayacagini sinamak igin hazirlanmigtir. Bu
grupta da son inkibasyon agamasinda final konsantrasyonda 0.4 mM/ml L-
arjinin ve 1mM/ml L-NAME eklenmistir. L-arjinin de RPMI-1640 ile dilue edilmisg,
0.22 um' lik filtreden stzlimis ve 3 gukura eklenmistir,
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"Olu" bakterilerin uygulandigi deney gruplarinda da, "canli" bakterilerle
hazirlanan deney gruplarindaki amaclar esas alinmistir.

4.5.5 "OlU" S. typhimurium grubu: Bu grup, ol bakterilerle inkibe
edilen makrofajlarin yamtlarini degerlendirmek igin hazirlanmistir. Bu grupta
yine Ug¢ cukur kullanilmigtir. Canli grupta uygulanan yogunluktaki bakteriler,
560C' da 30 dakika su banyosunda 6&ldurmiis daha sonra canli grupta

uygulandigt gibi makrofajlar "infekte" edilmis ve ayni prosedirle inktbasyon
yapimishir,

4.5.6 "OlU" bakteri + L-NAME grubu; Bu grupta 6l bakterilere son
inklbasyon agamasinda 1mM/ml L-NAME eklenmistir. L-NAME, RPMI-1640 ile
dilue edilmig, 0.22 um' lik filtreden stziimas ve 3 gukur ekienmistir,

4.5.7 "Olu" bakteri + L-NAME + L-arjinin grubu; Bu grupta da son
inkUbasyon agamasinda 0.4 mM/mi L-arjinin ve 1mW/mi L-NAME eklenmistir. L-

arjinin de RPMI-1640 ile dilue edilmig, 0.22 pm' lik filtreden stzilmis ve 3
cukura eklenmistir,

Asagida 4.5.8, 459, 4510 bashklarinda agiklamalari yapiian
deneylerimizde L-NAME ve L-arjinin eriyiklerinin makrofaj kulturlerinde, birlikte
ve / veya ayri ayr, spontan NO ve [/ veya SP yaniti olusturup
olusturmadiklarinin sinanmasi amagland.

4.5.8 L-NAME kontrol grubu; Bu grupta L-NAME' in uyarici etkisinin
olup olmadiginin test edilmesi igin TmM/miI L-NAME, baska kimyasal madde
eklenmeden, 3 gukura makrofaj kltarine uygulanmigtir,

4.5.9 L-arjinin kontrol grubu; Bu grupta L-arjinin' nin uyarici etkisinini
olup olmadiginin anlasilabiimesi igin 0,4 mM/ml L-arjinin, baska kimyasal
madde eklenmeden, 3 gukur makrofaj kiltirine uygulanmistir,
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4.5.10 L-NAME + L-arjinin kontrol grubu; Bu grupta da L-arjinin+L-NAME
bilesiminin uyarici etkisinin olup olmadiginin aragtirtimasi igin, 0,4 mM/mi

L-arjinin + 1mM/ml L-NAME, baska kimyasal madde eklenmeden, 3 gukur
makrofaj kaltarine uygulanmisgtir.

Deneylerimizde her test igin 3 gukur kullaniimis ve 3 ayrn zamanda

yinelenmigtir. Tum deneylerimizde 5 disi farenin peritoneal makrofajlari
~ kullaniimgtir.

4.6  Kuiltiir Ortamlarninda Biriken Nitritlerin Olgiilmesi

Kultir ortamlarinda gergeklesen NO yanitinin degeriendiriimesinde,
ortamda biriken nitritlerin  dizeyi degerlendirildi. Olusan nitritlerin
degerlendirilmesinde ise, % 0.1napthylethylene diamine ve % 2.5' lik fosforik
asitteki % 1 sulfanilamide karigimi olan ve "Griess Reagant" olarak bilinen

kangimdan yararlanildi. Yontem olarak da Archer tarafindan modifiye edilen
yontem uygulandi (50).

Yontem:

Deneylerde makrofaj kiltir ortamina biriken nitritler dederlendirildi. Her
gukurdan 400 pl ortam degerlendiriimeye alindi. Her deney 6rnegi, 96 gukurlu
okuma plaginda (Maxisorp) % 0.1napthylethylene diamine ve % 2.5' lik fosforik
asitteki % 1 sulfanilamide ile esit volumlerde karistirildi. Oda sicakliinda 10
dakika inkibasyon sonunda 550 nm filirede, 620 nm' lik filtre de referans
alinarak, Olgimler yapiidi. Optik yogunluk olgimlerinden sonra nitritlerin

yogunluk degerlendirmeleri de, 0-100 mM arasinda hazirlanan sodyum nitrit
standard egrisine gore yapildi.

Her deney grubunun degerlendirimesi 3 ayn platede, 3 cgukur
sonucunun aritmetik ortalamasi alinarak yapildi.
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4.7 SP Gostergesi NBT Testinin Uygulanmasi

SP patlamasinin varigini kanittamak igin, NBT testi kullanildi. Testin

uygulanmasinda, Weir (51) ve Rose - Friedman - Fahey' in (52) yontemleri
modifiye edildi.

Yoéntem:

10 ml steril PBS iginde ¢ozdirilen 10 mg NBT, 0.22 pm filtreden
stzuldukten sonra oda sicakhiginda kullanidi. Nitrit 6lgimu bittikten sonra
cukurlardaki sivilar tamamen alindi ve gukuriara 100 ul PBS-NBT karngimi
eklendi, 30 dakika 379C' da inkilbe edildi. Inkibasyon sonucunda karigim
cukuriarin digina alindi ve iginde mavi ¢dkelek gérinen hicrelerin sayimi
yapildi. Mavi gokelekli hiicrelerin diger hiicrelere orani ile reaksiyonun variigina
karar verildi. Spontan olugsum ytizdesi her zaman % 50 sinirinda tutulmalidr,
yani bir gukurdaki hticrelerin ( + ) kabul edilebilmesi i¢in % 50' nin Gzerindeki
hlcrenin mavi. gdkelek vermesi gerekir. Sonuglar ( + ) ya da ( - ) olarak

degerlendirildi. Istenirse ek boyama May-Griunwald ve Giemsa yapilarak
degerlendirmeler yapilabilir.

4.8 L-NAME ve L-arjinin Uygulanmasi

Deneylerde eide edilen NO yanitlarinin, nitrojen metabolizmasi
sonucunda olustugunun kanitlanabilmesi icin (12) hem NO yolunun 6zgin

baskilayicist (specific inhibitor) L-NAME hem de metabolizmanin yardimei
faktorlerinden L-arjinin kullanilmigtir.

L-NAME, kontrol gruplari ve S. typhimurium ("6l0" ya da "canli")' un tek
uygulandigi 'gruplar disinda, 1 mM/ ml oraninda (21), gerek tek olarak gerekse
L-arjinin ile birlikte uygulanmigtir. Tek uygulanmasinin nedeni L-NAME' in
spontan NO yaniti olusturup olugturmadiginin anlagiimas igindir. L-arjinin ile
birlik}ie‘ uygulanmasinin nedeni ise, NO yanitinin baskilanmasindan sonra

eklenen L-arjinin' in NO yanitina katkida bulunup bulunmadidinin
anlagiimasidir.
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L-arjinin igin ise uygulanan yontem aynidir, L-arjinin 0.4 mM/mi olarak
uygulanmistir (22).

Her iki uygulama bigiminde de kimyasal maddeler RPMI-1640 ile gerekli
oraniarda dilue edilmig ve uygulamadan énce 0.22 um fitreden sUzUlmus,
stiztntad makrofaj kualtard gukurlarina inkUlbasyonlarin  bagindan itibaren
eklenmistir.

4.9 Bulgularin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

"Canli" Salmonella typhimurium grubunda elde edilen NO sonuglariyla,
“"Olu" Salmonella typhimurium grubunda elde edilen NO sonuglari arasinda
anlamli bir fark olup olmadigini anlamak igin, "paired t-test”" uygulanmistir.

Bu testte, "Canli” grupta elde edilen NO degerleri 3 kez yinelenen ideal
deneylerin aritmetik ortalamalari degeriendirmeye alinmistir, ayni islem "OIly"
grup igin de gegerlidir.
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5. BULGULAR

51 "CANLI" S. typhimurium ILE INFEKTE EDILEN MAKROFAJLARDA
OLUSAN NO YANITLARI

~ "Canli" S. typhimurium grubunda elde edilen sonuglar Tablo 1. ve $ekil
1' de sunulmustur. Ekstraselliler S. typhimurium' larin eliminasyonu sonrasinda
cukurlarda yalnizca intraselltler bakteriler kalmig ve bu bakterilerin olugturdugu
NO yanitlari de@erlendirmeye alinmigtir. Intraselliiler bakterilerin bulundugu
grupta ayrica, NO baskilayicisi L-NAME ve nitrojen yolunun yardimci faktoéri L-
arjinin de kullanilmigtir. Burada amag, olugan NO yanitinin nitrojen
metabolizmasinin 6zgin Grind oldugunu kanitlamaktir.

TABLO .1: "Canh" bakterilerle elde edilen NO degerleri (mmol)

Kontrol Salmonella. S. + L-NAME | S + L-NAME +
typhimurim. L-arjinin
1. Deney 1+0.3 25+ 1.4 13+ 1.0 18 £ 0.6
2. Deney 14+0.1 27+ 1.0 13+0.5 19+ 0.2
3. Deney 1+£0.2 26+1.2 16 £ 0.0 20+ 0.4
Ortalama 1+£0.2 26+ 1.2 14 + 0.5 19+ 0.4




" Canli " balderilerle dugan NOyansti
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edilmesinden 24 saat sonra elde edilen NO / mmol degerleri. 1 mM

azaltmisgtir. Elde edilen NO degerleri, 3 ayri deneyin ortalamasindan elde
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5.2 "OLU" S. typhimurium ILE INFEKTE EDILEN MAKROFAJLARDA
OLUSAN NO YANITLARI

"OlU" S. typhimurium grubunda ele edilen sonuglar Tablo.2 ve Sekil 2'
de sunulmustur.

Ol bakterilerle inkibe edilen makrofajlarin olusturdugu NO yanitlarn 24
saat sonra degerlendiriimistir. Elde edilen sonuglar, 3 ayr deneyde kullanilan 3
ayn gukurda olusan NO yanitlarinin ortalamastdir.

"Oli" bakterilerin bulundugu bu grupta ayrica, NO baskilayicisi L-
NAME ve nitrojen yolunun yardimci faktéria L-arjinin de kullaniimistir. Burada
amag, olugan NO yanitinin nitrojen metabolizmasinin 6zgin Grand oldugunu
kanitlamaktir.

TABLO 2: "Olii" bakterilerle elde edilen NO degerleri (mmol)

Kontrol Salmonelia. S. + L-NAME | S + L-NAME +
typhimurim. L-arjinin
1. Deney 1+ 0.3 4.5+0.2 2.8+0.1 3.4 +0.1
2, Deney 1+0.1 47+02 | 2701 3.2+0.1
3. Deney 1+0,2 4.6 +0.2 2.9 +0.1 3.0+0.1
Ortalama 140.2 4.5+ 0.2 2.8+0.1 3.2+0.1
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" (1" bakterilerle olusan NO yants

(S)+L-NA+L-ayg

]

S duc P8 1 15 2 25 3 35 4 45
Sekil 2: . "OW" Salmonella typhimurium ile makrofajlarin "infekte"

edilmesinden 24 saat sonra elde edilen NO / mmoldegerieri. .1 mM/mi
uygulanan L-NAME, olugan NO yanitini baskilamig ve L- NAME ile birlikte 0.4
mM/ml uygulanan L-arjinin ise L-NAME' in baskilayici etkisini azaltmigtir. Elde
edilen NO degerleri, 3 ayri deneyin ortalamasindan elde edilen degerlerdir. Her
deneyde, her grup igin 3 ayr gukur kullaniimisgtir.
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5.3 "CANLI" S. typhimurium ILE INFEKTE EDILEN MAKROFAJLARDA
OLUSAN SP YANITLARI

Canli S. typhimurium grubunda insandan izole, 1siya duyarli olmayan
379C' da canli kalabilen, mutant olmayan, patojen S. typhimurium susu ile
McFarland skalasina gore 1 dizeyinde (3x1 08/"“) infekte edilen makrofajlarin
olusturdugu Solunum Patlamas! yanitlar 24 saat sonra degerlendirildi. Elde

edilen sonuglar, 3 ayri deneyde kullanilan 3 ayrn gukurda olugan Solunum
Patlamasi yanitiarinin degerlendirilmesidir.

Elde edilen sonuglar Tablo 3' de sunulmustur.

TABLO 3: "Canh" bakterilerle olugan SP' nin degerlendirilmesi

Kontrol S.typhimuri | S + L-NAME | S+L-N+L-arji
1. Deney = + + +
2. Deney - + + +
3. Deney = + + +
Sonug - + + +
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5.4 "OLU" S. typhimurium ILE INFEKTE EDILEN MAKROFAJLARDA
OLUSAN SP YANITLARI

"OIu" S. typhimurium grubunda, patojen - insandan izole - Isiya duyarl
olmayan (37°C' da canli kalabilen) - mutant olmayan S. typhimurium kdékeni
McFarland skalasina gore 1 diizeyinde (3x108/mMly hazirlanmig, daha sonra
bakteriler 569C' da 30 dakika isitilarak oldurtimis ve bu bakteriler ile
makrofajlar "infekte" edilmigtir. Infekte edilen makrofajlarin olusturdugu
Solunum Patlamasi yanitlan 24 saat sonra degerlendirilmistir. Eide edilen
sonuglar, 3 ayri deneyde kullanilan 3 ayri gukurda olusan Solunum Patlamasi

yanitiarinin degerlendirilmesidir.

Elde edilen sonuglar Tablo 4' de sunulmustur.

TABLO 4: "Oli" bakterilerle olugan SP' nin degerlendirilmesi

Kontrol

S.typhimuri

S + L-NAME

S+L-N+L-arji

1. Deney

2. Deney

3. Deney

Sonug
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5.5 L-NAME ve / veya L-arjinin preparasyonlarinin spontan NO ve / veya
SP yantitlan

Hazirlanan preparasyonlarin yanitlarin degerlendiriimesini  etkileyip
etkilemedigini gérmek amaciyla, kulturler yalnizca L-NAME ve/veya L-arjinin
preparasyonlanyla inkiibe edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir. 24 saat
sonunda anlamh bir yanit izlenmemisgtir. Bu sonug da, elde ettigimiz sonuglarin
preparasyonlarin kendileriyle etkilenmediklerini gdstermektedir.

Sonuglar Tablo.5 ve 6 ile $ekil 3 ' de sunulmustur.

TABLO 6: Makrofaj kiiltiirlerinde L-NAME velveya L-arjinin' e kargi NO
yanitlari (mmol)
Kontrol L - NAME - L - arjinin L-NAME +
L-arjinin
1. Deney 1+£0.3 0.6 £ 0.2 0.8 +0.1 1.010.1
2. Deney 1+0.1 0.5+0.2 0.8+0.1 0.8+0.1
3. Deney 1+0.2 0.7+0.2 0.8+0.1 0.9+0.1
Ortalama 1+0.2 0.7 £ 0.2 0.8+0.1 0.9+0.1

TABLO 6: Makrofaj kiiltiirlerinde L-NAME ve/veya L-arjinin' e kars1 SP

yanitlan
Kontrol L - NAME L - arjinin L-N+L -arjini
1. Denéy - - - -
2. Deney - - - -
3. Deney - - - -
Sonug - - § o= -
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olusturacak bir etki yaratip yaratmadiginin aragtinimasi. Kultarler yalnizca

olusan NO yaniti degerlendirilmigtir.
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6. TARTISMA

Kan hacreleri kemik iliginde uretilir ve granulositler, eritrositier,
trombositler, lenfositler ve monositler olarak dolagima salinirlar. Btan
morfolojik hucre tipleri kemik iliinde olmasina karsin, monositler kan
dolagimina salinirlar ve bu yolla butiin dokulara yayilirlar.

Dokulara girdikten sonra monositler makrofajlara degigirler. Makrofajlar
ise doku surekliligini saglamak ve fagositoz, mikrobisidal - timérosidal etkinlik,
antijen sunumu gibi duzenleyici iglevileri yerine getirmek ve enzimler,
kompleman birimleri, doku pihtilasma faktorleri, blyume faktér ve

baskilayicilan ile badisikhig: duzenleyici maddeleri salgilamak gibi gorevlieri
ustlenirler (53).

Infeksiyona kargi konakgi direncinde makrofajlarin  merkezi roll
konusunda Metchnikov' un (54) 6ncu galismalarindan bu yana, diger hiicreler
(T hucreleri ve alt gruplar, B hiucreleri, NK hicreleri) de bagisiklik sisteminin
onemli elemanlari olarak makrofajlarin yaninda yer almaya baslamiglardir.

Ancak makrofajlar butin bagisiklik yanitlarinin geligmesinde merkezi roltnd
korumaktadir.

1960' h yillarda Mackanes (55), "Makrofaj Aktivasyonu" kavramini,
hiicresel temelini ve kazaniimis direngle (acquired immunity) gecikmis asin
duyarlilik (delayed hypersensitivity) arasindaki iligkiyi ortaya koyarak geligtirdi.
Bu tur aktive makrofajlar, Listeria monocytogenes gibi intrasellUler bakterilerle
olugan infeksiyonlara kargi giglenmis ancak antijenik olarak 6zgun olmayan
direngte yer alirlar (56). Infekte olmus hayvandaki guglenmig, 6zgin olmayan
direng, kuiturlerde infeksiy6z patojene kargi olusan makrofajla-ydniendirilen
oldurtlmeyle direkt olarak bagintihdir. Bu tar antimikrobisidal, 6zgin olmayan
sitotoksik aktivite de "Makrofaj Aktivasyonu" kavramini agiklamaktadir.
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Fakuitatif ve zorunlu hicre-igi parazitlere kargi kazaniimis direncin
Mackaness tarafindan analizi, degisik tipteki bagisiklik hticreleri arasindaki
iligkileri gindeme getirmistir. Hucreler arasi iletisim, hiicreden-hiicreye temasla
mi olmaktadir? yoksa salgilanan madeler yolu ile mi iletisim saglanmaktadir?

Bu kavramiar da gunUumizde makrofajlarla ilgili ¢alismalarin bir yénunu
olusurur.

Aktive olmus makrofajlaria ilgili ¢alismalarin-soru isaretlerinin bir yénant
de, LPS ile makrofajlarin iligkisini sorgulayan "Septik Sok" konusu olugturur.
Ekzotoksin salgilayan organizmalarin olusturdugu patogenezin aksine, gram-
negatif sepsislerde goérilen fizyopatoloji, LPS ve bagintili proteinler adini alan
endotoksinlerle siki sikiya bagintihdir (57). Yapilan arastirmalarda, deneysel
modellerde uygulanan LPS' in, gram-negatif sepsis sirasinda ortaya g¢ikan ates,
kardiyovaskuler sok, hasar verici inflamatuar eksudanin akciger - barsak ve
diger organlarin mikro damarlarinda birikmesi, bir gok organin ayni anda
¢Okmesi ve 6lum gibi semptomlar ortaya ¢ikarabildigi gosterilmistir (58,59,60).
Aktive olmus makrofajlarla ilgili ¢alismalarn bir yononi de, intraseliller bir
patojen ile aktive olduktan sonra makrofajlarin devreye soktuklari "Oksijene
Bagimli / Bagimsiz Savunma Sistemleri”, bu sistemlerin biribiri ile iletigsimi, bu

sistemlerin intrasellUller patojen infeksiyonlarinin fizyopatolojisindeki rolleri ve
patolojilerinin tedavisindeki yerleri olugturur.

-

Aktive olmug makrofajlar, nétrofiller,... gibi bazi Iékosit tipleri fagositoz
sirasinda veya bir cok etken tarafindan uyarlldlklanrida, yogun ve ¢ok miktarda
superoksid (O27) ve hidrojen peroksid (Hz0g2) Gretirler. Bu yanit oksijen
kullaniminda buyuk bir artisa neden olur ve bu ylizden de "Solunum Patlamast”
adim alir (61). Bu fenomenden sorumlu enzim sistemi olan NADPH oksidazdir.
Hidrojen péroksid, 05" nin dismutasyonu sonucunda uretilir. Gerek Og7,
gerekse HOo, u hicrelerin oksijene bagimli antimikrobiyal ve sitosidal
dzelliklerinin 6nemli pargalandir (62,63). Bu bilesiklerin sitotoksik 6zellikleri gok

daha reaktif hidroksil radikal (OH') ve singlet oksijen (105) olugturabilme
yetenekleridir (64).
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Hidroksil radikalleri ve 102 , metalle katalizlenen Haber-Weiss
Reaksiyonu sonucunda in vitro olarak O2~ ve H202' den olugur (65):

Fagositik l6kositler, hipokloréz asit ya da nitrik oksidin O2" ile reaksiyonu
sonucunda, OH' Uretebilirler (66,67):

Makrofajlarin SP yaniti Gzerine yapilan ¢aligmalarda, NO tretiminde rol
alan IL-1 (hlcreyi hazirlayici interldkin) ve TNF' in, makrofajlar tarafindan
Uretilen reaktif oksijen Grinlerinin olusumunda da yer aldigi (68), yine TNF' in,
NO olusumunda oldugu gibi, reaktif oksijen radikallerinin Uretiminde de
interferon-gamma ile sinerjistik etki olugturdugu gosterildi (69,70)

1987 yilina dek, aktive olmug makrofajlarin sitotoksisitesini agiklayabilen
tek indiiklenebilinen biyokimyasal mekanizma, reaktif oksijen ara maddelerinin
NADPH okisidaz ile sentezi idi, ancak birgok deneysel sistemde antioksidan
moleklilerin varhgi aktive olmus makrofajlarin sitotoksisitesini ortadan
kaldiramiyordu, elde edilen bu sonuglar da sitotoksisitenin bir bagka sistemle
daha iligkisi oldugunu gobsteriyordu (71)  Aynca insanlarda kronik
granulomatéz hastaligin temelini de olusturan, NADPH' a bagh solunum
patlamasinin genetik bozukiugunda memeli makrofajlarinin hala timérlere ve
Leishmania ile Toxoplasma  gibi intrasellliler mikroorganizmalara Kkargi
sitotbkéik kalabildigi kanitlandi (72,73). 1987" de aktive olmus makrofajiardaki
sitokinle induklenebilinen sitotoksisitenin L-arjinin' e bagimh oldugu aciklandi
(59,74). L-arjinin, iNOS enzimininin substratidir ve iNOS inorganik nitrojen
oksidleri ve L-sitrlilin i sentezler. NO, kisa bir yari-6mri olan paramagnetik bir
gazdir ve L-arjinin' e bagimh sitotoksisitenin inorganik nitrojen oksidi oldugu
bulunmustur (67,75,76). Bugiin NO' in: Mycobacterium tuberculosis (77,78), M.
avium (79), plasmodia (80,81), Leishmania (82-86), Cryptococcus neoformans
(87), Toxoplasma gondii (88), M. leprae (89), Schistosoma mansoni (90), ve
Chlamydia trachomatis (91) gibi bazi fakultatif ve zorunlu intraselliler
patojenlere belirgin sitotoksik etkiler gosterdigi bulunmugtur.
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intraselliler bir patojen olan Salmonella typhimurium , fare tifoidinin
temel etkenlerinden biridir, vicut direnci dismemis ise insanda invaziv
hastalikilara neden olmaz. Salmonellalar viicuda girdikten sonra, kisa stirede
lenf ve kan dolagimina girer, kandan temizlenirlerken yalnizca karaciger ve
dalakta tutunabilenler canh kalirlar. Karaciger ve dalakta tutunabilenler de,
makrofajlarin iginde yerlegmislerdir (92,93). S. typhimurium ile yapilan deneysel
calismalarda, intraselluler ve ekstraselliler bakterilerin ayird edilebilmesi igin
gentamisin kullanilmigtir.  Gentamisin, hutcrelerin  digindaki salmonellalar
hemen oldurarken, hiicre igindekileri 6ldirmekte yetersiz kalmaktadir (94).
Yaptigimiz deneylerde de gentamisinin bu 6zelligi kullanilarak, intraselltler
salmonellalara karst olusan NO ve SP yanitlari arastinlmisgtir.

Aktive makrofajlarin olugturdugu NO ve SP yanitlarinin degerlendirilmesi
calismalarinda, uygulanan deney sisteminin, yani segilen hicre tipinin -
kultarlerde kullanilan. huicre sayisinin, saglikii segimi gerekir. In vitro deneyler
s6z konusu oldugpu igin, hem her deneyde ayni sonuglar elde edilebilmeli
(yinelenebilirlik) hem de elde edilecek sonuglarin gergek sonuglan
yansitabilecek guveniliriikte (guvenebilirlik) olmasi gerekir. Bu amagla,
deneylerde hucre tipi olarak, dogal sonuglari daha yansitacag: dustuntien
"uyariimamug, dogal makrofajlar’ segildi. Deney sistemi, farkh yogunluklarda
hazirlananan (1x108 - 2x106 - 3x106 - 4x106 - 5x106 / ml) makrofaj kitirlerinin
sinanmasindan sonra olusturuldu. Bu yoguniuklar iginde en uygununu (en iyi
yantt - en dugik background) 2x1 06 / ml / makrofaj o!arak saptadik.

Calismamizda canli salmonella - 6l0 salmonella arasinda anlamh bir NO
yanit farki oldugunu goérduk. Bu farklibk salmonellaya kargi olugan NO
yanmtinda, yanitin yalmzca S. fyphimurium’ un LPS tabakastna karsi olmadigini
diusundurdl. Gunk eder yaniti yalnizca LPS' e kargi olsaydi, 6lG bakterilerle
yaptigimiz deneyde de, makrofajlar yanit olugacak kadar yeterli sirede
bakterilerle inkuibe olduklari igin 6lt bakterilere kargi olugsan NO yanitiyla, canii
bakterilere kargi olusan NO yaniti arasinda anlami bir fark olmamasi gerekirdi.
Bu nedenle makrofajlarnn NO yamtinin, oncelikle S. typhimurium' un
intraselltler yerlesimine karg! olustugunu dusunilyoruz. Ancak olugsan NO
yanitinin salmonellalarin yagsam kogullarini ne kadar etkilediginin, yani bakteri
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sayisinda bir farkliligin olup olmadiginin, aragtiriimasi igin farkl laboratuar
kosullarina gerek oldugunu dusinayoruz. Cunkd intraselller bakterilerin,
kimyasal olmayan bir yontemle (sdzgelimi sonikasyon ydntemi), htcreler
pargalandiktan sonra, kultOrierinin yapilmasi gerekmektedir. Bu da, ileri
caligmalar igin dnerebilecedimiz bir arastirmadir.

Arastirmamizda, NBT ile yaptgimiz SP degerlendirmelerinde canli
bakterilere kargi olugsan SP yanitinin, 6li bakterilere kargi olusan SP yanitina
gére anlamh sekilde farkh oldugunu gordik. Salmonellalarin  siperoksid
dismutaz ve katalaz enzimleri salgilayarak kendilerini SP' den korudukian
bilinen bir gergektir (95). Salmonellalar bu enzim aktivitelerini, girdikleri hiicre
icinde canli kalabilmek igin gosterirler. Yarattiklan infeksiyonun ileri saatlerinde
bu aktivite nedeniyle, SP yanitinda bir azalma beklenebilinir. Bu hipotezin de
bir bagka aragtirma konusu olabilecedini dustnuyoruz. Gergeklestirdigimiz
aragtirmada, olugsan SP yanitinin canli bakterilere kargi olustugunu
daginmekteyiz. Olugan SP yaniti, tipkt NO yaniti gibi, temeilde LPS' e karsgi

degil bakterilerin hicre igine girmeleri sonucunda blydk bir ivme
kazanmaktadir.

Yaptigimiz aragtirmalarin bir bagka sonucu da, SP yanitinin NO
yanitindan farkh bir mekanizmayla olustugunu digtndUrmektedir, ya da bir
bagka deyisle iki sistem ayni nedenlerle harekete gegse de, ayri ayr yollarla
olugsmaktadiriar. NO yamitinin baskilandidy kosullarda, SP yaniti bundan
etkilenmemektedir. Bu sonug da daha 6nce yapilan bir ¢alismayla uyumludur
(44). Szatrowski ve Nathan' in (44) bu galismasinda dikkat gekici bir bagka
nokta da, katalaz enziminin eklenmesiyle NO yanitinin azalmasidir. Kurulan
hipotezde, SP ara maddelerinin NO yaniti igin gerekli maddeler oldugu ileri
sUraimektedir ki, bizim yaptigimiz arastirmalar sonucunda da bu iligkinin, ileri
arastirmalar igin dnemli bir veri oldugunu dasdnGyoruz,

Insan savunma sistemlerinde képrii roli oynayan makrofajlarin,
intrasellUler patojenlere karsi olusturduklari yanitlar, hem insan sistemierine
yakin oldugu bilinen farelerin hem de insan hucrelerinin in vitro laboratuar
artamlarinda arastiriimaktadir. Oksijene bagimii sistemlerde yer alan NO



38

yanitina temel olugsturan NO gazinin, sagaltim amaciyla kullaniimasina
baglanmistir.

Henliz direkt olarak infeksiyon hastaliklarinda kullanima girmese de, NO
gazi veya infuzyon seklinde uygulanmasi, penil erektil disfonksiyon (96),
miyokardiyal iskemi reperfizyon hasari (87), erigkin solunum distresi sendromu
(98) gibi olgularda kullanima girmigken, genetik olarak anormal (99), veya
aktive olamayan makrofajlar (100,101) gibi hasari ya da baskilanmig
hiicrelerde NOS aktivitesinin yeniden olusturuimasi ¢alismalari stirmektedir. Bu
calismalar da, hipertansiyon, damar daralmasina bagh hastaliklar veya

intraselliler paraziterlik olgulannin  sagaltiminda sOphesiz yeni ufuklar
acacaktir.

Temel olarak hastaliklarin sagaltimina yénelik butin bu arastirmalar,
oncelikle hastaliklarin fizyopatolojisinin anlasilmasi kadar, viicudun savunma
sistemierinin hangi patojene, nerede, ne zaman ve nasil yanit verdidinin
anlasiimasim gerektirmektedir. Bu nedenle yaptigimiz aragtirmalarin,

gelecekle ilgili umut verici sonuglar tasidigint ve yeni soru isaretleri
yaratabildigini dusunmekteyiz.



39

7. SONUG ve ONERILER

"Canli" Salmonella typhimurium ' larin NO ve SP yanitiarinin bulunmasi,
buna karsilik ayni yanitiarin "OIU" Salmonella typhimurium ' larda bulunmamasi
bu bakterinin patogenezini agiklayabilecek niteliktedir.

Organizma, firsatgi patojen olarak degerlendirilebilinecek bu
mikroorganizmayi fagosite ettiGi zaman, NO ve SP vyanitlariyla
mikroorganizmaya karsi micadele vermekte, ancak 6li olmasi durumunda bu
mikroorganizmaya ayni gugte saldirmayi dastinmemektedir.

Makrofajlarin aktivasyonunun bagisik sistemin dogrudan kontrol altinda
oldugu dusunalarse, vyitirilmis makrofaj aktivasyonunun, S. typhimurium

infeksiyonlarini  engelleyemeyecedi ve infeksiyonu baglatacagi deney
sonuglarimiza gére iddia edilebilinir.

Deney gruplarimiz, firsatgl patojen ve intraselliler karakterdeki
patojenlerin, infeksiyon mekanizmasini ortaya koymustur. Bu mekanizma,
Gizerinde yapilan her deneyin yeni bir soru isareti Urettigi, ileri calismalara
zemin hazirlayan bir yapidadir.
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