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OZET

Sigir tiiberkiilozu iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde onemini koruyan
kronik ve zoonoz bir hastaliktir. Cok eski yillardan beri taninan bir hastalik olmasina
ragmen patogenezi tam olarak anlasilamamis olan hastaliklardan birisidir. Bu sebeple
klinik tanisi kolaylikla yapilamamaktadir. Bu ¢alismada, sigir tiiberkiilozunda lezyon
bolgesinde malondialdehit (MDA) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin
arastirilmasi ve bunlarin hastaligin patogenezi ile iliskileri incelenmistir. Bu amagla
PPD pozitif olarak kesimi yapilan 25 sigirin lezyonlu i¢ organlarinda SOD ve MDA
aktiviteleri  immunohistokimyasal olarak  degerlendirilmistir. ~ Caligmamizin
sonucunda bu markirlarin aktivitelerinin tiiberkiiloz lezyonunda 6zellikle yangisal
hiicrelerde ve ardindan da parankimal hiicrelerde arttig1 saptanmis ve patogenezde rol
oynadiklar1 kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: immunohistokimya, malondialdehit, reaktif oksijen tiirevleri, sigir

tiiberkiilozu, siiperoksit dismutaz.
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ABSTRACT

Cattle tuberculosis is an important chronic and zoonotic disease of
underdeveloped country such as Turkey. Although it is well known since very historic
times, the pathogenesis of the disease not fully understood. Because of this clinical
diagnosis of tuberculosis is difficult. In this study, malondialdehyde (MDA) and
superoxide dismutase (SOD) activity in lesioned area was examined and the relations
of these markers with pathogenesis of the disease were studied. For this aim,
slaughtered PPD positive 25 cattle lesion visceral organs were immunohistochemically
for SOD and MDA activity. This study results showed that, these markers activities
were increased in tuberculosis lesions in both inflammatory and parenchymal cells and
role of them in pathogenesis of the disease were detected.

Key words: bovine tuberculosis, immunohistochemistry, malondialdehyde, reactive oxygen species,

superoxide dismutase.
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1.GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), yiizyillar boyunca insan ve hayvanlar etkileyen, kronik
seyirli, bulasici bir enfeksiyondur. Hastalik lezyonlari, paleolitik ve neolitik
donemlere ait kemikler ile eski Misir mumyalarinda bulunmustur (31, 101).

Sigir tiiberkiilozunun etkeni olan Mycobacterium bovis (M.bovis), aside
direngli, aerobik, sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz bir bakteridir (78).

Malondialdehit, bir peroksidasyon iiriinii olup, reaktif oksijen tiirevlerinin,
fosfolipid ve yag asitlerinin etkilesmesiyle olusan bir aldehittir (27,36). Lipid
peroksidasyonu, normal durumlarda olusmakla birlikte viral ve bakteriyel
infeksiyonlarda, ksenobiyotikler ile radyasyona maruz kalmalarda ve yangilarda
belirgin olmaktadir (27). Serbest oksijen radikalleri araciligiyla olusan lipid
peroksidasyonu, hiicre membran hasarinin 6nemli bir nedenidir, membran
gecirgenligini etkileyerek hiicre icinde asir1 Ca'™ birikimine yol acar. Hiicre
membrant disfonksiyonu da, hiicre sigsmesi ve hiicre Olimii ile sonuglanir.
Malondialdehit, lipid peroksidasyonunda bir son iirlindiir ve oksidatif hasarin
diizeyini gostemede kullanilir (45).

Stiperoksit dismutaz, canlilarda oksijenin potansiyel tehlikesine karsi
esansiyel bir savunma metalloenzimidir (8,67). Bu enzim, i¢inde barindirdigi metal
iyonlar ile birlikte siiperoksit radikallerini iki ayakli kataliz sonucu daha az zararsiz
formlara dondiirmektedir (55).

M3*+02 >M?*+0,
M?*+ O +2H*>M**+H0,,

Caligmamizda, M. bovis ile dogal enfekte sigirlarin tiberkiiloz lezyonlu
dokularinda  malondialdehit ~ ve  superoksit  dismutaz  reaksiyonunun
immunohistokimyasal olarak incelenmesi ve bu markirlarin sigir tiiberkiilozunun

patogenezindeki rollerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Sigir Tiiberkiilozunun Etiyolojisi

M. bovis, aside direngli, aerobik, sporsuz, hareketsiz ve Kkapsiilsiiz bir
bakteridir (78). Insan ve hayvanlarda tiiberkiiloza sebep olan mikobakteriler
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) adi altinda toplanmistir (91).
Mycobacterium bovis, Karlson ve Lessel tarafindan bu grubun bir iiyesi olarak kabul
edilmistir (47). Bakteri ayrica kendine 6zgii mikolik asit adi verilen bir madde
salgilar. Bu yap1 hiicre yapisinda ve hiicre duvarinin fonksiyonunda kritik bir rol

oynar (5).

2.2 Sigir Tiiberkiilozunun Patogenezi

Duyarli konak¢inin viicuduna giren M. bovis etkenleri girdikleri dokuda
yerleserek yabanci cisim etkiSi yapar ve iiremeye baslar (37). Daha sonra basile ilk
olarak noétrofiller miidahale eder ve etrafinda kiimelesirler. Bu olaydan kisa bir siire
sonra notrofiller degraniile olup karyoreksise ugrar ve yerlerini makrofajlara
birakirlar. Etkenler makrofajlar tarafindan fagosite edilerek fagozomlara alinirlar
(83). Fagozomlar lizozomal islemlerini yapmak ic¢in phosphotidylinositol 3-
phosphate (PI3P) adi verilen bir lipid komplemente ihtiyag duyarlar. Bu yapi,
fagozomlarin olgunlagmasi igin gerekli olan bazi proteinlerin olusmasinda rol oynar.
Basilden salinan Secreted Acid Phosphatase (SapM) isimli proteinin, PI3P’in
defosforilasyonuna  sebep olarak fagozomun olgunlasmasint  engelledigi
belirtilmektedir. In vitro yapilan bir ¢calismada, mikobakterilerden ekstrakte edilmis
SapM proteinin PI3P’yi hidrolize ederek fagozom sonrasi endozomal birlesmeyi
inhibe edildigi bildirilmistir (83). Makrofaj icindeki kontrol edilemeyen ¢ogalmadan
dolay1 mikroorganizma lenfatik dolasim yoluyla bolgesel lenf diigiimlerine ve diger
organlara gog¢ edebilir. Basilin agiga ¢ikardigi bazi1 yapilar sebebiyle makrofajlar
sekil degistirerek sitoplazmalar1 eozinofilik yapida olan ve dizilimleri epitel
hiicrelerine benzeyen epiteloid tipte makrofajlara doniisiirler. Bu hiicreler birbirleri
ile birleserek ¢ok ¢ekirdekli ve boyutlari 50 mikrona ulasan dev hiicreleri
olustururlar. Bu dev hiicreler genellikle Langhans tipi dev hiicre olup ¢ekirdekleri

hilal seklindedir ve hiicre geperinin etrafina dizilmislerdir (37,43). Etkenin ilk girdigi



yerde olusan lezyona primer effekt adi verilir. Etkenler aymi organin lenf
diigimlerinde de lezyon olusturduklarinda bu iki lezyona birlikte primer kompleks
denir. Her vakada primer effekt olmasina karsin primer kompleks olmayabilir (37).
Tiiberkiiloz i¢in karekteristik lezyonlar graniilomlardir ve tiiberkiil olarak
adlandirilir. Bu tiiberkiillerin yapis1 fibroblastlarin arasina serpistirilmis lenfositler ve
bu yapiyt cevreleyen epiteloid hiicreler ile karakterizedir. Tiiberkiiliin yapisi
biiyiidiilkge ortada kalan hiicreler kazeifikasyon nekrozuna ugrarlar. Distrofik
kalsifikasyon, kazeifikasyon nekrozunun olustugu alanda meydana gelir. Lezyonun
yast arttikga bag dokusu etrafini cevreler ve olgunlasir. Lezyonlar biiyiidiikce
etkilenen organlarda kavernler olusabilir (43).

Sigir tiiberkiilozunun en énemli bulagsma yolunun solunum yolu sekretlerinin
bir baska hayvan tarafindan aerojen yolla alinmasi seklinde oldugu diisiiniilmektedir
(31,68). Akciger tiiberkiilozunda, akciger, primer lezyonun en ¢ok goriildiigi yerdir.
Ozellikle de dorso-kaudal bolgelerde, tek veya multiple odaklar seklinde goriiliir ve
daima bolge lenf diigiimlerine yayilir. Enfeksiyon, bronkopnémonide oldugu gibi
bronsio-alveoler bolgelerden baslar ve lobiiler yerlesimli, yonca yapragi
goriiniimiinde, multiple odaklar sekillenir. Bazen lezyon akcigerin icerisinde hava
yollar1 veya peribronsial lenfatiklerle yayilabilir. Bu durumda trake ve bronslarda
tlserler ve bronsiektazik kavernler gelisir. Tiiberkiiloz lezyonlar1 bazen de
birbirleriyle birleserek genis kazeifikasyon nekroz alanlari olustururlar ki bunlara
konglomere lezyonlar denir . Bu lezyonlar distan bag dokusuyla veya atelektatik
pulmoner parankimle c¢evrelenmislerdir. Ayrica, etkenlerin say1 ve viriilensinin
yiiksek, konakg1 direncinin de diisiik oldugu durumlarda tiiberkiiloz eksudatif tabiatta
diizensiz kazedz bronkopnomoni veya daha genis kaze6z lober pndmoni seklinde

gortliir (75).



2.3 Sigir Tiiberkiilozunun Teshis Yontemleri

2.3.1Klinik Teshis Yontemleri

2.3.1.1 intradermal Tiiberkiilin Testi

Old tiiberkiilin, HSCM (1s1 ile konsantre edilmis sentetik besiyeri) tiiberkiilin
ve PPD tiiberkiilin olmak fizere ii¢ tipi bulunmaktadir. Ancak giliniimiizde PPD
tilberkiilin  kullanilmaktadir (93). Tiiberkiilin mikobakterilerden elde edilen
saflastirilmis protein tiirevi (PPD)’dir (58). Ulkemizde sigir tiiberkiilozu ile ilgili
miicadelede tekli intradermal ve ikili intradermal PPD yontemi kullanilmakta olup,
pozitif reaksiyon veren hayvanlarin kesilmesi suretiyle hastalifin yayilmasi

onlenmeye ¢alisilmaktadir (89).

2.3.1.2 Gamma interferon (IFN-y) Testi

Tiiberkiilozun teshisinde basar1 oranini artirmak i¢in, tam kan, sigir ve kanath
tiiberkiilinleri ile kiiltiir edildiginde, sitokinin salinimini saptamak ve dlgmek icin
IFN-y testi gelistirilmistir (92).

IFN-y’nun tiiberkiiloz olgularinda tiimor nekroz faktor alfa ile sinerjik olarak
calisarak, tiiberkiilozda olusan graniilom yapisinin diizenlenmesinde yardimeci,
onemli bir sitokin oldugu bildirilmistir (23).

IFN-y 1980’lerin sonunda Avusturya’da tiiberkiiloz teshisi amaciyla
kullanilmig, 1996 yilinda Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (OIE) tarafindan sigir
tiiberkiilozunun teshisinde intradermal testlere yardimci labaratuvar tabanli bir test
olarak tavsiye edilmistir (11). Ulkemizde de bakanligin iznine tabi olmakla beraber

IFN-y testinin kullanilabilecegi bildirilmistir (89).

2.3.2 Patolojik Bulgular

2.3.2.1 Nekropsi Bulgulan
Makroskobik olarak tiiberkiiller akciger, karaciger gibi yumusak dokularda derin
olarak yer alirken, miik6z membran ve serdz yapilarda taskin bir sekilde gozlenir.

Genellikle tliberkiiller yumusak veya sert yapida olup, beyaz, gri ve sar1 renkli



nodiiller seklindedirler. Tiiberkiillerin kesit yiiziinde, merkezde sarimtrak renkli,
kazedz nekroz odaklari ile kuru ve sert yapida kalsifikasyon alanlarindan olusan bir
yap1 bulunur. Kalsifikasyon, sigir tiiberkiilozunda genellikle sekillenmektedir.
Tiiberkiillerde gerceklesen kalsifikasyon nedeniyle tiiberkiile yapilan kesitte gitirti
sesleri duyulur (43).

Plora gibi ser6z membranlar da enfekte olursa buralarda 0,5 - 1 cm ¢apinda
tiiberkiiller sekillenir ve bu yapilar bu bdlgeye inci serpilmis gibi goriinim
verdiginden dolay1 buna incili tiiberkiiloz ad1 verilir (43).

Tiiberkiiloz basilinin kana karigsarak biitiin viicuda yayilmasi ile milier
titberkiiloz ad1 verilen ve dokularda 2 -3 mm aras1 biiytikliiklerde tiiberkiil lezyonlar
sekillenir. Milier tiiberkiiloz lezyonlarina akciger disindaki diger organlarda da

rastlanir (43).

2.3.2.2 Histopatolojik Teshis

Bir tiiberkiiliin kKkesitinin hematoksilen-eozin (HE) boyama yontemiyle
boyanmasi sonrasinda, histopatolojik olarak graniilom yapisinin merkezinde
kazeifikasyon nekrozuna ugramis hiicreler, eozinofilik yapida niikleer artik ve
degisen derecelerde mineralizasyon bulunur. Makrofajlarla Langhans tipi dev
hiicrelerden olusan bir tabaka, kapsiile yakin bdolgelerde ise lenfositler ve bazi
vakalarda notrofiller, kronik vakalarda ise kollagen bag doku gozlenir (13).

Tiiberkiiloz basilinin asite direngli olmasindan dolayr etkenin preparatlarda
goriilebilmesi icin sicak karbol-fuksin ve bu boyayi igeren Ziehl-Neelsen (ZN)
boyama yontemi ile boyanmasi gerekmektedir. Bu boyama yonteminde, etkenler
mavi zemin lizerinde makrofaj, dev hiicreler i¢inde veya ekstraseliiler olarak kirmizi
cubuk seklinde gozlemlenerek teshis konulabilir (13).

Tiiberkiiloz hastaliginda her zaman hastalikta karakterize olan tiiberkiil yapis1
goriilmeyebilir. Ozellikle meningeal tiiberkiiloziste enfeksiyonun hizli &liime sebep
vermesinden dolayr histopatolojik incelemede piameterin yiizeyinde fibrinli veya
fibrinopurulent bir eksudat ve meninkslerde serpilmis goriiniimde epiteloid hiicreler

dikkati ¢eker (43).



2.3.2.3 immunohistokimyasal Teshis

Hedef proteinler veya niikleik asitler i¢in spesifik olan antikor veya problar,
doku Kesitlerine uygulandiklarinda antijene baglanmaktadirlar. Immunohistokimya
(IHC)’da antikorlar bir enzim (peroksidaz vb.) tasir ve bu enzim kimyasal reaksiyonu
tetikleyerek boya ile reaksiyonun lokal bir alana toplanmasina ve gorliniir hale
gelmesine neden olur (84).

[HC, ilk olarak tiimérlerin siniflandiriimas: amacl kullanilmasina ragmen
giinimiizde ¢ogu hastaligin teshisinde, prognozunda, tedavide kullanilan ilaglarin
seciminde, hastaliklarin patogenezini O6grenmek amaciyla, Hematoksilen-eosin ile
konulmus teshisin desteklenmesinde, yangisal hastaliklarda hiicre ¢esitliliginin ve

birikme yerlerinin tespitinde kullanilan kantitatif bir testtir (4,85).

2.3.3 Diger Teshis Yontemleri

Sayin ve Erganis, 2010 yilinda diizenlemis olduklari bir derlemede
tiiberkiilozun teshisinde lenfosit poliferasyon testi, molekiiler teknikler, humoral
bagisikligin  Olglilmesi ve hayvan deneylerinin kullanilabilecegini ancak bu
tekniklerin gerek mali agidan gerekse uygulamada karsilasilan zorluklardan dolay1

pratikte uygulanmasinin zor oldugunu bildirilmislerdir (93).

2.4 Reaktif Oksijen Tiirevleri

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS), oksijen molekiiliinden koken alan gesitli
molekiilleri ve serbest radikalleri (kimyasal olarak tek baglanmamis elektron) ifade
eder. Siiperoksit anyonu (O27), birgok ROS’un prekiirsorii ve oksidatif zincir
reaksiyonlarmmin bir mediyatorii olarak, oksijen molekiiliiniin bir elektronunun
indirgenmis halidir. Siiperoksit anyonu (O2’), in vivo olarak enzimatik veya
enzimatik olmayan yollardan {iretilir. Enzimatik olarak, polimorf niikleer hiicreler,
makrofajlar ve endotel hiicrelerinin hiicre membranlarinda lokalize olmus NADPH
oksidazlar tarafindan ve sitokrom Psso bagimli oksijenazlardan olugmaktadir.
Enzimatik olmayan yoldan ise bir elektronun koenzimler tarafindan oksijene transferi
veya ksenobiyotiklerin bazi enzimleri indirgemesiyle olusur. Ayrica mitokondrideki

baz1 redoks tepkimelerini igeren elekron transfer zincirinde (TCA siklusu) olusan



elektron kacaklarinin oksijenle baglanmasi, bir¢ok dokuda superoksit radikalinin
birincil kaynagmi olusturur (107). ROS, konakg¢min antimikrobiyal cevabi igin
onemli bir komplementidir (15). Tiiberkiiloz, immun hiicrelerinin reaktif nitrojen
tiirleri ve ROS {iretimine sebep olmaktadir. Dolasimda yliksek miktarda bulunan
serbest radikallerin aktif tiiberkiiloz hastalari ile akciger tiiberkiilozu olan hastalarda

oksidatif strese ve ¢esitli hasarlara predispozisyon yarattigi belirtilmistir (38).

2.5 Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden bir tanesi
olup, oksidatif hasar diizeyini gdstermede kullanilir (71,73). Onemli serbest oksijen
radikallerinden olan siiperoksit (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
iyonlarmin (OH") (45) fosfolipidler ve yag asitleri ile birlesmeleri sonucu aldehitleri
de icine alan ¢ok sayida yapi olusmaktadir. Bu olay genellikle lipid
peroksidasyonunun gostergesidir. Lipid peroksidasyonu, normal fizyolojik olaylarda
gerceklesmekle birlikte, viral veya bakteriyel enfeksiyon, ksenobiyotikler, yangi ve
radyosyona magruz kalma gibi durumlarda da dikkati ¢ekmektedir (6,25,66,109).
ROS’lar sayesinde olusan lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda hasar meydana
getirerek, hiicrenin gegirgenligini etkiler ve hiicre igine asir1 Ca*? birikmesine neden
olarak, hiicre membrani disfonksiyonu sonucu hiicre sismesi ve hiicre 6liimii ile son
bulur (44). Kontrol edilemeyen peroksidasyon, membran gegirgenligini ve
permeabilitesini degistirir. Bu nedenle lipid peroksitler ve MDA gibi ikincil
metabolitler dolasim yoluyla diger dokularda hasara sebep olabilirler (102).

MDA, lipid peroksidasyon iriinleri arasinda hiicrede en fazla bulunan
riinlerden biridir. Ayrica MDA, prostoglandin biyosentezinde de {iretilmektedir
(21,25,65). MDA’nin, memeli hiicrelerinde ve insanlarda mutajenik karakterde
(70,113), fare ve ratlarda ise karsinojenik karakterde oldugu gosterilmistir (96,98).
MDA, normal fizyolojik kosullarda aminoasitler ve proteinlerle reaksiyona
girebilmektedir (12,108). Diger lipid peroksidasyon iiriinleri kadar reaktif olmamakla
birlikte, major lipid peroksidasyon iiriinii olan trans-4-hydroxy-2-nonel (4-HNE) ve
acroleinden az reaktif bir yapidadir (25). Primer olarak proteinlerde bulunan lizin
rezidiileri ile birlesmekle birlikte, histidin, tirozin, arjinin ve metiyonin rezidiileri ile

de birlesim gostermektedir (21,25,65). Yapilan bir ¢aligmada, aldehitlerin DNA’dan



cok proteinlerle affinitesinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Aldehit-protein
birlesmesinin DNA onarimina katilan proteine ait gorevleri etkiledigi belirtilmistir
(27). Baska bir ¢alismada, 4-HNE’nin DNA onariminda gorev alan niikleotid
eksizyon tamiri (nucleotide excision repair-NER) proteinlerini inhibe ettigi
belirtilmistir (28). Yapilan bir ¢alismada MDA nin da NER’i inhibe ettigi bildirilmis
ve calisma sonucunda intraselliiler aldehitlerin DNA onarimimi engelledigi, ayrica
direkt DNA hasarina yol agabilecegi ortaya konmustur (27).

Serum MDA seviyesi, lipid peroksidasyonunun bir indikatorii olarak
tiyobarbitiirik asit (TBA) metoduyla 6l¢iilebilmektedir (112).

Yapilan calismalarda hayvan modelleri ve tiiberkiiloz hastalarinda
lipoperoksit iriinlerinin  akciger enfeksiyonlarinda yiikseldigi  gosterilmistir
(19,62,72). Bir calismada, pneumoni gelismis olgularda, lipid peroksitlerin ve
MDA nin belirgin bir sekilde ytikseldigi ve diger yangt markirlarindan olan eritrosit
sedimentasyon hizi ve total 16kosit miktariyla korelasyon sagladig bildirilmistir (72).
Bir¢ok c¢alisma aktif tiiberkiiloz hastalarinda serum MDA seviyelerinin oksidatif
strese bagl olarak arttigin1 ortaya koymustur (20,50,52,69). Bir calismada guine
domuzlarinda  deneysel olarak tiiberkiilloz  hastaligi  olusturulmus ve
immunohistokimyasal olarak MDA yoniinden incelemede hayvanlarin akciger
dokularinda makrofaj, vaskiiler endotel hiicreleri ve graniilositler de

immunopozitiflik saptanmstir (80).

2.6 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, ilk olarak sigir eritrositlerinden elde
edilmis, siiperoksit radikalini dismutasyona katalize eden ve iki siiperoksit anyonunu
SOD aktivitesiyle oksijen molekiilii ile hidrojen peroksite doniistiiren bir
metalloproteindir (32,63). Bu reaksiyon kendiliginden ger¢eklesebildigi gibi, SOD
katalizorligiinde 4000 kat daha hizli da gerceklesebilir (2). Organizma igin zararl
olan hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan su ve oksijen
molekiillerine doniistiirilmektedir (16,53)

Doku i¢inde diger molekiillerin oksidasyona ugramasini engelleyen
molekiillere antioksidanlar adi verilmektedir (95). Antioksidanlar enzimatik ve non

enzimatik olmak tzere ikiye ayrilirlar (94). Enzimatik antioksidanlar i¢inde SOD,



katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon s-transferaz(GST) ve mitokondriyal
sitokrom oksidaz enzimleri yer almaktadir (79,103). Hiicre dis1 sivilarda enzimatik
antioksidan sisteminin aktivite gostermesi sinirli olup (64), hiicre dis1 ortamlarda
antioksidan aktivitesinden E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplazmin,
albiimin, bilirubin, iirik asit, glukoz ve sisteinin sorumlu oldugu bildirilmistir (103).

SOD antioksidan savunma sistemi i¢in primer enzimdir (33). SOD’un
konak¢inin intraselliiler patojenlerden korunmasinda onemli katkilar1 oldugu
gosterilmistir (7).

Oksidatif stres, antioksidanlar ile oksidatifler arasindaki dengenin oksidatifler
yoniinde bozulmasi olarak tanimlanmistir (77).

SOD’un tiim tiirevlerinin aktivite gosterebilmek i¢in mutlaka bir metal iyonu
icermesi gerekmektedir. SOD icerdigi metal iyonu ve amino asit dizilimleri
bakiminda iki 6nemli gruba ayrilmaktadir. Birinci grup bakir ve ¢inkonun proteinle
(CuZnSOD) tamamlanmasindan olusur. ikinci grupta ise aktif bolgede mangan
(MnSOD), demir (FeSODS) ve nadir olarak nikel (NiSOD) bulunur. ikinci grubun
birinci grup SOD’dan farki igerdigi metal iyonu ile aminoasit dizilimindeki
farkliliktan kaynaklanir (48). Ekstraseliller matrikste ve intersitisyumda, bakir ile
¢inko elementi igeren ve ektraselliiler siiperoksit dismutaz olarak adlandirilan bir
stiperoksit bulundugu, bu SOD’un nitrik oksit diizeyini diizenledigi bildirilmistir

(53).

2.6.1 Bakar Cinko Siiperoksit Dismutaz (CuZnSOD)

CuZnSOD, McCord ve Fridovch tarafindan ilk olarak ortaya konmus ve genis
bir memeli organizma grubunda rastlandig1 bildirilmistir (63). CuZnSOD’un, aktif
bolgesinde bakir ve ¢inko icerdigi ve ¢inkonun enzimin stabilitesi, bakirin ise enzim
aktivitesi i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur (53). Dismutasyon reaksiyonlarindaki
aktif bolgede bulunan bakir elementi indirgenip yiikseltgenir (18). Intraseliiler bir
enzim olan CuZnSOD, genellikle sitozolde lokalize olmustur (49).

CuZnSOD’lar ilk olarak prokaryot hiicrelerde bulunmus, daha sonraki
calismalarda ise Escherichia coli, Haemophilus tiirlerinde, Caulobacter crescuntus,
Paracoccus denitrificans, Pseudomonas tiirleri, Brucella abortus ve Photobacterium

leiognathi gibi gram negatif bakterilerde bulundugu bildirilmistir (111).



Lakari ve ark. (1998)’nin yapmis olduklari bir ¢alismada, saglikli akciger
dokusu tizerinde immunohistokimyasal boyama yontemi ile CuZnSOD’u incelemis
ve bronsiyol epitelinde belirgin pozitiflik gdsterdigini, alveolar makrofajlarda zayif
aktivite gosterdigini, siliyal bronsiyol epitel hiicreleri ile periferik bronsiyol epitel
dokusunda daha belirgin bir boyanma gozlendigi, intrasitoplazmik ve homojen
olarak dagildigi bildirilmistir (54).

Stiperoksitler sitoplazmik membranlar1 gegemezler (40), periplazmik olarak
yerlesmis olan CuZnSOD’in periplazmik ve membran bilesenlerini, hiicre disinda
olusmus ROS bilesenlerine karst koruma etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.
Makrofajlarca tiretilen ROS’lar mikrosidal cevapta konak igin 6nemli bir sistemdir.
Makrofajlarda yasayan M. tuberculosis ve Salmonella typhimurium gibi intraselliiler
patojenlerin konak immun sisteminden kurtulabilmesinde periplazmik CuZnSOD’1n
onemli roli olabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, CuZnSOD iiretmesi
engellenen Salmonella etkeninin farelere oral yolla verildikten sonra, enfekte
farelerde 6liim oranmnin diistigii, etkenin intraperitonal enjeksiyonu sonrasi farelerin
karaciger ve dalak dokusundaki dayanikliliginin azaldigi gésterilmistir (26).

Wu ve ark. (1998), bir ¢alismada M. tuberculosis’e ait CuZnSOD’in genel
olarak periferde lokalize oldugunu gostermislerdir. Bu sebepten CuZnSOD’in M.

tuberculosis etkeninin viriilensinde benzer rol oynayabilecegi belirtilmistir (111).

2.6.2 Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD)

MnSOD, en oOnemli intraselliiler antioksidan enzimlerden biridir. Aktif
bolgesinde mangan igerir ve mitokondride lokalize olur (34). MnSOD’n ayrica,
bakteri, kloroplast ve dkaryotik alglerde de bulundugu bildirilmistir (104). MnSOD,
degisen hiicresel redox reaksiyonlarinda, yangisal sitokinlerden olan tiimdr nekroz
faktor alpha (TNF- o), interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) ve gama interferon
(IFN- vy) artislarinda, hiperoksiye maruz kalmis hayvanlarda, yiiksek oksijen
basincinda, sigara kullanimi, kronik ozona maruz kalmada ve hidrojen peroksit artist
gibi durumlarda indiiklendigi bildirilmistir (53). MnSOD, total SOD aktivitesinin
¢ogu hiicrede %10-15’1 kadarindan sorumludur (106). Sitosol fraksiyonunda yer alan
CuZnSOD’un MnSOD’dan daha bol bir sekilde bulunmasina ragmen, sitokin
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aktivitesi ve hiperoksi durumlarinda MnSOD kadar indiiklenmedigi bildirilmektedir
(54).

Lakari ve ark. (1998)’nin normal akciger dokusu tizerinde yapmis olduklari
bir calismada, MnSOD’1n alveolar makrofajlarda zayif pozitiflik gosterdigi, alveolar
epiteldeki kiibik hiicrelerde ve alveolar tip-1l pneumositlerde belirgin bir sekilde
pozitif reaksiyon gosterdigi ve pneumositlerde herhangi bir reaksiyon gostermedigi
bildirilmistir (54).

Bir bagka ¢alismada ise MnSOD’1n ¢alismada kullanilan hayvanlarin hayatta
kalabilmesi icin esansiyel oldugu, MnSOD genlerine zarar verilen farelerin
dogduktan sonra 10-21 giin i¢inde kardiyomiyopati, metabolik asidoz ve

norodejenerasyon sonucu 6ldiikleri ortaya konmustur (56,57).

2.6.3 Demir Siiperoksit Dismutaz (FeSOD)

FeSOD, katalitik aktivite i¢cin demir iyonuna ihtiyag¢ duymaktadir (46).
FeSOD, prokaryotlar, ilkel dkaryot ve bazi bitkilerde gozlenmistir (111). FeSOD’in
ayrica Escherichia coli ve Pseudomonas ovalis’te bulundugu bildirilmistir (15).

Kusunose ve ark. (1976)’'nin yapmis olduklar1 bir arastirmada M.
tuberculosis’te FeSOD enziminin bulundugunu bildirmislerdir (51). Aym sekilde
bagka bir ¢caligmada da ayn1 enzimin bulundugu belirtilmistir (48).

M. tuberculosis’un sekrete etmis oldugu FeSOD’mn, konak¢inin immun
sistemi i¢in 6nemli bir hedef oldugu bilinmektedir (15). Mikobakterilerin siiperoksit
radikallerinin olusturabilecegi hasardan kurtulmak igin fazla sayida stratejisi
bulunmaktadir. Mikobakteriler, SOD ve katalaz enzimlerini olusturabilmektedirler.
Bu iki enzim sayesinde siiperoksit radikallerini molekiiler oksijen ve suya
doniistiirebilmektedirler (48). Mikobakteriler ayrica hiicre duvarlarinda bulunan
lipoaribinomannanin siiperoksit radikallerini temizledigi bildirilmistir (14).

M. tuberculosis gelismek ve yasamak i¢in diger mikrobesinler disinda demire
de biiyiikk Olglide ihtiyag duyar. Cok sayida calisma, konaktaki demir seviyesinin
yiiksek oldugu durumlarda, tiiberkiiloz saldirisinin arttigini ortaya koymustur (99).
Demirin M. tuberculosis’in serbest radikallerden korunmasinda yardimci olan

sliperoksit ve katalaz enziminin iretimi i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir (42).
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M.tuberculosis demirin olmadigi durumlarda hidrojen peroksite bagl strese karsi
daha hassas konuma gelmektedir (60).

M. tuberculosis konakgidan diizenli bir sekilde demir saglayabilmek igin,
konak¢inin transferrin ve lactoferrininden Once demir tasici selatlarini sekrete
etmektedir (39,74). Sideroforlar (demir tasiyici), tipik olarak salisilat igeren
biyomolekiillerdir. M.tuberculosis’de sideroforlar mikobaktin olarak adlandirilirlar.
M. tuberculosis, iki tip mikobaktin igerir, birincisi ¢oziinebilir form, ikincisi ise
membran bagimli formdur. Her iki mikobaktin uyumlu bir bigimde demiri
mikobakteriyel hiicreye tasimaktadir. Yine de mekanizma tam olarak
agiklanamamistir (90). Gilinlimiiz arastirmalarinda, siderofor aktivitesinin
engellemesi i¢in yeni ilaglarin dizayn edilmesi en onemli konular arasindadir (29,
41).

Ayrica, demir molekiiliiniin ilging bir sekilde anti-tiiberkiiloz tedavisi i¢in
kullanilan isoniazid ve pyraninamide ilaglarinin (110) aktivitesini arttirdig
bilinmektedir (97,100).

Ayni sekilde M. tuberculosis, demir yetersizligi durumlarinda katalaz-
peroksidaz ve SOD proteinlerinin {iretimini azaltmaktadir (60,87). Katalaz-
peroksidaz enziminin demir azlig1 durumlarinda az {iretilmesi merak uyandirict bir
durumdur ¢iinkii bu madde M.tuberculosis’te primer peroksidaz ve peroksinitrazlari
katalize eder (42). Bu kadar énemli bir proteinin az tretilmesinin basilin oksidatif

strese maruz kalmasina sebep olabilecegi bildirilmistir (86).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Orneklerin Toplanmasi

Calismamizin materyalini olusturan doku ornekleri Afyonkarahisar ili
Sandikl1 ilgesinde bulunan ve tliberkiilin uygulamasina pozitif reaksiyon vermis olan
4-12 yas arasindaki 97 bas sigirin sartli kesimi sirasinda toplandi. Hayvanlarin
postmortem muayenesinde, makroskobik olarak organlarda tiiberkiiloz lezyonu
bulunan veya genaralize tiiberkiiloz olgusuna rastlanan 25 hayvanin mediastinal,
bronsiyal lenf yumrusu, akciger, karaciger ve kalp dokusundan ornekler alindi.
Tiiberkiilloza 06zgii lezyonlar bulunan oOrnekler %10’luk tamponlu formaldehit
soliisyonu i¢inde tespit edildi. Kontrol amaciyla hi¢bir makro lezyon gostermeyen 5
sigirin i¢ organlarindan 6rnekler toplandi. Her bir hayvandan alinan lezyonlu doku
ornekleri ayr1 kavanozlar igerisine konularak ve {izerine numune numaralar
yazilarak Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim

Dalina getirildi.

3.2 Histopatolojik Yontem

Toplanan dokular numaralandirildiktan sonra trimlendi ve takip kasetlerine
yerlestirildi. Akan su altinda 1 saat yikanan kasetler doku takip cihazina takilarak,
gerekli ayarlamalar yapildiktan sonra gece boyunca diisiik dereceli alkollerden
(%70°den %100’e) gegirilerek yumusak dokularda bulunan sularin alinma islemi, iki
adet ksilolden gecilerek de dokularin sertlestirme ve seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Daha sonra dokular sicak yumusak parafine daldirilip bir saat
bekletildikten sonra gegirilerek doku bosluklarina parafinin dolmasi saglandi.
Sonraki giiniin sabahinda dokular sert parafine gdmiilerek blokajlar1 saglandi. Parafin
bloklarin 4-5 saat sogutulmasinin ardindan rotary mikrotomda, 5 mikron kalinliginda
seri kesitler alindi. Alinan kesitlerden biri hematoksilen eozin (HE), biri ise Ziehl
Neelsen (ZN) boyama yontemleri ile boyarak dokulardaki histopatolojik degisiklikler

incelendi.
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3.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi

Bes mikron kalinliginda kesilerek normal lamlara alinan bir seri doku kesiti
tizerindeki parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 30’ar dakika 3 ayr1 ksilol serisinden
gecirildi. Ardindan sirastyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkollerden gecirilerek
rehidrate edildi. Daha sonra 15 dakika hematoksilen ve 3 dakika eozin ile boyandi.
Ardindan dokunun suyunun tekrar alinmasi igin sirastyla %70, 80, 90, 96 ve 100°liik
alkollerden gegirildi. Ksilolde parlatilan boyanmis kesitler iizerine entellan

damlatilarak lamel ile kapatild1 ve kurutuldu.

3.4. Zielh-Neelsen Boyama Yoéntemi

Kesitlerdeki tiiberkiiloz etkenlerinin tespiti i¢in Ziehl-Neelsen boyama
yontemi kullanildi. Bu amagla normal lama alinan bir seri kesit deparafinize ve
rehidrete edildikten sonra 60°C’ye kadar isitilmis etiivde sicak karbol fuksin
solisyonu i¢inde 1 saat tutuldu. Ardindan asit alkolde dekolore edilerek fazla
boyanin atilmasi saglandi. Daha sonra zemin boyamasi i¢in metilen blue icinde 5
dakika bekletildi. Su ile yikanan kesitler dsiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli
alkollere gecirilerek suyu alindi, ksilolde seffaflastirildi ve entellan damlatilarak

lamel ile kapatildi.

3.5 Immunohistokimyasal Yontem

Polilizinli lamlara g¢ekilerek hazirlanan 2 ayri seri kesit immunoperoksidaz
yontem i¢in streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemine goére boyandi.
Immunhistokimyasal inceleme ile SOD [Anti-SOD2 antibody (ab13533), Abcam,
1/100 diliisyon] ve MDA[Anti-Malondialdehyde antibody (ab6463)), Abcam, 1/100
diliisyon] reaksiyonunun saptanmasi i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Bu
amacla kesitler ksilol ve dereceli alkollerden geg¢irilerek dehidre ve deparafinize
edildi. Dokular 10 dakika siireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla % 3’liikk metanoldeki hidrojen peroksit ile
20 dakika muamele edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle PBS’de yikandi.
Ardindan mikrodalga firinda sitrat buffer solusyonu (pH 6) ile 700 W’lik ayarda 5
dakika siireyle iki defa kaynatildi. Dokular 10’ar dakika siireyle 2 defa PBS’te

yikandi. Daha sonra nonspesifik boyamalar1 dnlemek amaciyla normal serumda 45
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dakika siireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer serumlar
uygulandi ve oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular ayni sekil ve
siireyle PBS’te yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle muamele edildi
ve PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular streptoavidin ile
30 dakika siireyle inkiibe edildi. Dokular ayni sekil ve siireyle yikandi, hazirlanmig
olan DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Karsit boyama igin Harris

hematoksilen kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.
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4 BULGULAR

4.1 Makroskobik bulgular

Hayvanlarin mezbahada sartli kesimi sonrasinda yapilan postmortem
muayenede tiiberkiiloz lezyonlarmin en siklikla mediastinal lenf yumrulari ve
akcigerlerde lokalize oldugu gozlendi. Makro lezyonlara yapilan kesitler sirasinda
olusmus olan kalsifikasyondan dolay1 ¢itirt1 sesi duyuldu ve sert kivamda oldugu
goriildii. Yapilan postmortem muayene sonucu 25 hayvanin 3 tanesinde generalize
tiiberkiiloz olgusuna rastlandi. Generalize tiiberkiiloz olgularindan birinde kalp
dokusunda da tiiberkiiloz lezyonusaptandi. Diger generalize tiiberkiiloz olgularda ise
periton, plora, akciger, karaciger ve toraksin i¢ yiizlerinde tiiberkiiller belirlendi
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Sigir, generalize tiiberkiiloz, kostalarin i¢ yiizii ve peritonda yaygin ve multiple tiiberkiiller
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Bazi hayvanlarda tek tiik odaklar halinde olan tiiberkiillerin baz1 hayvanlarda
yaygin sekilde oldugu, hatta birleserek konglomere tiiberkiilleri olusturduklar:
dikkati cekti. Sekillenen lezyonlarin biiyiikliigii genellikle birbirine yakin olmakla
birlikte baz1 hayvanlarda degisik biiytikliikte tiiberkiillerin olustugu saptandi.

Generalize tiiberkiiloz disindaki olgularin tamamina yakin kisminda akciger
ve mediastinal lenf yumrularinda tiiberkiiloz lezyonlari hakimdi (Sekil 4.2). Sadece

4 olguda karacigerde tiiberkiiller saptandi.

Sekil 4.2 S1g1r, mediastinal lenf yumrusu, tipik tiiberkiiller

4.2 Mikroskobik bulgular

Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerin  mikroskobik incelemesinde
akciger, lenf diigiimii (Sekil 4.3) ve karacigerde tipik graniilom yapilarina rastlandi.

Hematoksilen-eozin ile boyanan dokularda goriilen graniilom yapilarinin
merkezlerinde kalsifikasyon, etrafindaki hiicrelerde kazeifikasyon nekrozu ile bunlart
cevreleyen alanlarda lenfosit, makrofaj, epiteloid hiicreler ve Langhans tipi dev
hiicreleri ve bazi alanlarda fibroblast ve fibrositlerden olusan hiicre infiltrasyonlar
gozlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 A) Sigir, lenf diigiimii, konglomere tiiberkiil ve Langhans tipi dev hiicreler (ok baglart), HE
Bar=500 pm,
B) Sigir, plora, tiiberkiillerin tipi mikroskobik goriiniimii, HE Bar= 200 um.
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Sekil 4.4 A) Sigir, kontrol grubu, akciger, normal histolojik goriiniim, HE, Bar=200 um
B) Sigir, akciger, plora tizerinde sekillenmis tipik bir tiberkiilin yakindan goriiniimii,

Langhans tipi dev hiicreler (ok baglari), HE, Bar=100 um
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Sekil 4.5 A) Sigir, kontrol grubu, karaciger, normal histolojik gériiniim, HE, Bar= 100 pm.

B) Sigir, karaciger, tiiberkiillerim goriiniimii (kirmuzi ok baglar1), Langhans tipi dev
hiicreler (siyah ok baslar1), HE, Bar=200 um.
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Sekil 4.6 A) Sigir, kontrol grubu, mediastinal lenf diigiimii, normal histolojik goriiniim, HE, Bar= 50

um

B) Sigir, mediastinal lenf diigiimii, lenf diigimiindeki bir graniilomun goériiniimii, Langhans
tipi dev hiicreler (siyah ok baglari), kazeifikasyon nekrozu (kirmizi ok basi) ve kalsifikasyon alani (sar1
ok bas1), HE, Bar=200 um.
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Mikobakterilerin saptanmasi i¢in lezyonlu alanlardan alinan kesitlerin Ziehl-
Neelsen boyama yontemiyle boyanmasi ile tiiberkiiloz basilleri mavi zemin tizerinde

kirmizi gcomaklar seklinde gortildii (Sekil 4.7)

Sekil 4.7 Sigir, akciger, bir tiiberkiilde saptanan yogun mikobakteri kiimeleri, ZN, Bar=20 pm.

4.3 immunohistokimyasal bulgular
4.3.1 SOD aktivitesinin immunohistokimyasal bulgular:

Sunulan ¢alismada, SOD markir1 ile immunohistokimyasal olarak boyanan
kesitlerin incelenmesinde kontrol grubunda bulunan hayvanlara ait akciger
dokularmin sadece bronsiol epitellerinde hafif pozitiflik goriildii (Sekil 4.8, Sekil
4.9). Kontrol grubunun diger doku ve organlarinda ise SOD markir1 ile
immunopozitif reaksiyon gozlenmedi (Sekil 4.10, Sekil 4.12)

SOD immunoreaktivitesinin tiiberkiiloz lezyonu bulunan dokularda belirgin
sekilde arttig1 gézlendi. Akciger, karaciger ve lenf yumrusunda 6zellikle makrofajlar,
epiteloid hiicreler ve Langhans tipi dev hiicrelerde immunopozitiflik saptanmistir
(Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12). Ayrica tiiberkiiloz lezyonlar1 bulunan akciger
dokulari, kontrol grubu akciger dokulariyla karsilastirildiginda bronsiyollerin epitel
hiicrelerinde bulunan pozitifligin belirgin sekilde arttigi dikkati ¢ekmistir (Sekil4.8).

Normal karacigerde saptanmayan SOD aktivitesinin tiiberkiilozlu karacigerlerde
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yogun sekilde gozlendigi belirlendi. Karacigerde graniilomlara yakin bolgelerde
bulunan hepatositlerde SOD aktivitesinin daha yiiksek oldugu, graniilomlardan uzak

bolgelerindeki hepatositlerde ise SOD aktivitesinin azaldigi saptandi (Sekil 4.11).

%.4 .\_\,\

Sekil 4.8 A) Sigir, kontrol grubu, akciger, bronsiyol epitellerinde hafif SOD pozitif reaksiyon (ok

baslarr), Streptavidin biotin peroksidaz, Bar= 200 um
B) Sigir, akciger, tiiberkiiloz, bronsiyol epitellerinde artmig SOD immunoreaksiyonu (0k

baslar1), Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=100 pm.
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Sekil 4.9 A) Sigir, kontrol grubu, akciger, normal akciger dokusunda bronsiyol epitellerinde orta

siddette SOD pozitif immunoreaksiyonu (ok bast), Streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 um.
B) Sigir,akciger, tiiberkiiloz, bronsiyol epitellerinde artmig SOD pozitif immunoreaksiyonu
(ok baglar1), Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 p.
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Sekil 4.10 A) Sigir, kontrol grubu, karaciger, normal karaciger dokusunda negatif SOD

immunoreaksiyonu, streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pum.
B) Sigir, karaciger, tiiberkiiloz, hepatositlerde artmig SOD pozitif reaksiyon, streptavidin

biotin peroksidaz (ok baslar1), Bar=100 um.
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SOD immunopozitif alanlar (siyah okbaglari), lezyondan uzaklagan alanlarda bulunan hepatositlerdeki

azalmig SOD immunoreaksiyonu (kirmizi ok baglari), Streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pm.
B)Sig1r, karaciger, tiiberkiiloz, yogun SOD immunopozitif alanlarin yakindan goériiniimii,

streptavidin biotin peroksidaz(ok baslar1), Bar=50 pm.
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immunoreaksiyonu, streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pum.

B) Sigir, mediastinal lenf diigiimi, tiiberkiiloz, makrofajlarda (ok baglar1) ve Langhans tipi
dev hiicrelerde artmig SOD immunoreaksiyonu, streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 um.

4.3.2 MDA aktivitesinin immunohistokimyasal bulgulari

Kontrol grubundan alinan doku 6rneklerinde negatif MDA aktivitesi goriildii
(Sekil 4.13). Bununla birlikte, MDA aktivitesinin tiiberkiiloz lezyonlarinda arttig
saptandi. Ancak bu artisin hafiften orta siddette kadar degisen derecelerde oldugu
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dikkati ¢ekti. Tiiberkiiloz lezyonlariin bulundugu dokulardaki yangisal hiicrelerde,
ozellikle makrofajlarda immunopozitiflik belirlendi (Sekil 4.13,Sekil 4.14).

Sekil 4.13 A) Sigir, kontrol grubu, mediastinal lenf diigiimii, normal lenf diigiimiinde negatif MDA

immunoreaksiyonu, streptavidin biotin peroksidaz, Bar=200pum.
B) Sigir, mediastinal lenf diigiimii, tiiberkiiloz, lenf diigiimiindeki lezyonlu bolgede MDA
pozitif immunoreaksiyonu (ok baglari), streptavidin biotin peroksidaz, Bar=50 um.
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Sekil 4.14 A) Sigr, plora, tiiberkiiloz, makrofajlarda pozitif MDA immunoreaksiyonu (ok baglart),

Streptavidin biotin peroksidaz Bar=50um.
B) Sigir, akciger, tiiberkiiloz, bronsiyol epitellerinde ve yangi hiicrelerinde MDA pozitif
immunoreaksiyonu (ok baslart), streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50 pm.

Akcigerde lezyonlu bolgedeki bronsiyol epitellerinde de MDA aktivitesinin
bulundugu saptandi.
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5 TARTISMA

Sigir tiiberkiilozu, zoonotik 6zelligi nedeniyle tiim diinyada insanlar i¢in
potansiyel bir enfeksiyon kaynagi olmasinin yani sira, et ve siit tiretimi i¢in de
onemli bir problem kaynagidir (30,82). Ozmen ve ark. (2005)’nin Burdur ilinde
bulunan bir kesimhanede sigir tiiberkiilozu iizerine yapmis olduklart bir ¢alismada
kesilen sigirlardaki hastalik insidansinin 0.38% oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ayni
calismada, karkas ve organlarda tiiberkiiloz nedeniyle olusan ekonomik kaybin yillik
135.988 euro oldugunu rapor etmislerdir (76).

Sigir tiiberkiilozunun teshisinin dogru yapilmasi ve kontrol yontemlerinin
gelistirilmesi i¢in patogenezin tam olarak anlagilmasi 6nemli bir noktadir (81).
Gilinlimiizde s1g1r tliberkiilozunun antemortem teshisi amaciyla PPD ve IFN-y testleri
kullanilmakta olup (93), bu testlerin duyarlilik ve spesifitelerinin kesin taniya
gotiirmedigi  bildirilmektedir (11). Ulkemizde ve bircok iilkede intradermal
tiberkiilin testi ile reaktif hayvanlarin kesilmesi suretiyle basarili bir sigir
tiiberkiilozu kontrolii saglanmaktadir (81,89). Buna karsin bazi arastiricilar bu
kontrol yonteminin yetersiz kaldigin1 ve yeni teshis yontemlerinin gelistirilmesi
gerektigini disinmektedirler (81). Bu arastiricilar, siitlerin pastdrizasyonu sonrasi
sigirlardan insana tiiberkiiloz hastaliginin ge¢mesinin azaldigini, bu sebeple test
sonucu pozitif hayvanlarin kesilmesinin yetersiz bir kontrol yontemi oldugunu
bildirmiglerdir (105). Sunulan ¢alismada sigir tiiberkiilozunun patogenezinin
anlagilmas1 amaciyla SOD ve MDA aktivitelerinin tiiberkiiloz lezyonu bulunan
bolgelerde immunohistokimyasal olarak incelenerek sigir tiiberkiilozunun
patogenezinde bu markirlarin etkisi aragtirilmistir.

Yapilan caligmalarin birgogunda sigir tiiberkiilozunun en fazla akciger
dokusunu ve onu drene eden mediastinal lenf yumrularini etkiledigi bildirilmis olup
(10,31,68), sunulan calismada da materyal olarak kullanilan tiim hayvanlarin akciger
ve mediastinal lenf yumrularinda tiiberkiiloz lezyonlari saptanmistir. Bu bulgu
onceki c¢aligmalar ile uyumlu bulunmus ve solunum yolu ile sekillenen hastaligin en
sik akcigerleri etkiledigini gostermistir. Caligmada ayrica karaciger ve dalakta da

lezyonlara rastlanmistir. Bir olgumuzda ise kalp dokusunda tiiberkiiloz lezyonu
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goriilmiistiir. Bu da hastaligin kroniklestikce birgok doku ve organda lezyon
olusturma kapasitesini ortaya koymustur.

MDA, lipid peroksidasyonunun son fiiriinlerinden biri olup, oksidatif stresin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (71,73). Peroksidasyon sonucu membran
gecirgenligi ve permeabilitesi degistiginden dolayt MDA nin farkli dokulara dolagim
yoluyla gecebilecegi bilinmektedir (102). Kwiatkowska ve ark. (1999)’nin
yayinlamis oldugu bir ¢alismada, aktif akciger tiiberkiilozu olan hastalarin serum
MDA seviyelerinin artis gosterdigi rapor edilmistir (52). Benzer birgok ¢alismada da
aktif tiiberkiiloz hastaligi bulunan hastalarin serum MDA seviyelerinde artis
saptanmistir  (1,35,50,88). Palanisamy ve ark. (2011), guinea domuzlarinin
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte edilmesi sonrasi akciger dokularinda MDA
varligimi immunohistokimyasal olarak incelemisler ve saglikli hayvanlarda ¢ok zayif
veya negatiflik bildirmelerine ragmen, MDA varliginin en fazla graniilomlarin
oldugu bolgelerdeki makrofajlar, damar endotel hiicreleri ve graniilositlerde
gorildiiginii bildirmiglerdir (80). Sigir tiiberkiilozunda serum veya doku MDA
seviyeleri hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Sunulan ¢alismada kontrol grubu saglikli
hayvanlarin dokularinda herhangi bir MDA aktivitesi goriilmemesine ragmen,
enfekte dokularda, graniilom yapisinda bulunan makrofajlarda ve yangisal hiicrelerde
belirgin sekilde artmis immunopozitiflik goriilmiis ve yapilan onceki ¢alismalar ile
paralellik saptanmigtir. MDA seviyesinin enfekte hayvanlarin dokularinda artiginin
konak¢inin immun sisteminin etkeni yok etmek amaciyla immun hiicrelerinin
tiretmis olduklart ROS’lar sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
MDA seviyesinin hiper ve hipotiroidizmli vakalarda (24), septik vakalarda (59),
diyabetik ve myokardial infarktiislii hastalarda (61) ve kanserli hastalarda belirgin
olarak yiikseldigi bildirilmis ve patolojik olaylarn MDA aktivitesi ile iliskisi
vurgulanmistir (22). MDA’ nin &zellikle tiiberkiiloz tespit edilen siiriilerde diger
hayvanlarin da enfekte olup olmadiklarmin tespitinde bir kriter olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak bu konunun kesinlestirilmesi i¢in tiiberkiilozlu sigirlarda
serum ve doku MDA aktivitesinin birlikte incelenecegi ¢aligmalara ihtiyag
bulunmaktadir. Sunulan ¢alismada, MDA’ nin sigir tiiberkiilozunun patogenezinde

etkili oldugunu gosteren oncii bir caligma olarak degerlendirilmektedir.
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Pek cok aerobik organizma normal metabolizma ve stres durumlarinda
stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS’lara maruz
kalmaktadir. Canlilarin ROS’lara karst kompleks savunma ve tamir sistemleri
bulunmaktadir. SOD, siiperoksit anyonunu aktif bolgesinde igerdigi metal iyonu ile
katalize ederek oksijen ve hidrojen peroksite ¢eviren, oksidatif savunma sisteminin
onemli bir enzimidir (46). Sigir tiiberkillozunun etkeni olan M.bovis de aerobik
yapida bir bakteridir (78). M.bovis ile MTBC grubunda yer alan M.tuberculosis
(47,91) tizerinde yapilan ¢alismalarda bakterinin, subselliiler olarak CuZnSOD (111)
ve FeSOD igerdigi bildirilmistir (51). Mikobakterilerde bulunan SOD enzimlerinin
kendi metabolizmalar1 sonucu olusan superoksit radikali disinda, konakg¢1 tarafindan
organizmay1 yok etmek igin kullanilan superoksit radikallerinden de korunmak
amach gorev yaptigi disliniilmektedir (7). Bu g¢alismada da birgok tiiberkiiloz
lezyonu olan bolgelerdeki hiicrelerde SOD aktivitesinde belirgin artig sekillendi. Bu
sonuglar SOD’1n tiiberkiilozun patogenezinde rol oynadigi ortaya konmustur.

Lakari ve ark. (1998)’nin yapmis oldular1 bir ¢aligmada, normal akciger
dokusunda bulunan brongiyollerde CuZnSOD’a karg1 immunopozitiflik saptandigini
bildirmiglerdir (54). Sunulan ¢aliymada da normal akciger dokularinda bronsiyol
epitellerinde hafiften orta siddette immunopozitif reaksiyon goézlendi. Bu ¢alismada
ayrica kontrol grubuna ait saglikli karaciger ve lenf dokularinda SOD negatif
immunoreaksiyonlar gozlendi. Sunulan g¢aligmada tiiberkiiloz lezyonlu dokularda
SOD aktivitesinin artmis oldugu ve bu aktivitenin Langhans tipi dev hiicreler,
epiteloid hiicreler ve makrofajlarda yogunlastigi gozlenmistir. Bu ¢alismada saglikli
akciger dokusundaki bronsiyollerde gozlenen immunopozitifligin, tiiberkiilozlu
akciger dokusundaki bronsiyollerde belirgin sekilde arttigi da goézlendi. Yine bu
calismada graniilomlarda immunopozitifligin oldugu dikkati ¢ekmistir. Dokularda
olusan lezyonlara yakin bolgelerdeki parankim hiicrelerinde immunopozitifligin daha
fazla oldugu ve saglam doku ve hiicrelerin lezyondan uzaklastik¢a aktivitelerinin
azaldig1 gozlendi. Bu ¢alisma sonucu dokularda gozlenen artmig SOD aktivitesinin
immun sistem hiicreleri tarafindan salgilanan ROS’larin zararli etkilerini kompanze
etmek amaciyla sekillendigi diisiiniilmiistiir. Bir¢ok c¢alismada aktif tiiberkiilozlu
vakalarda serum SOD degerlerinin diistiigii bildirilmistir (1,17,88). Serum SOD

degerinin diismesinin sebebinin ekstraseliller SOD’un normal kosullarda dolagima

32



gecebilecegi, fakat tiiberkiiloz olgularinda agiga ¢ikan ROS’lara karsi ekstraseliiler
SOD’inda aktif olarak koruma sagladigindan dolay1r serum seviyesinin azaldigi
distintilmustir. Al-Qudah ve ark. (2010)’nin sigirlarda goriilen topalliklarda serum
SOD aktivitesini incelemis ve serum SOD seviyesinin azaldigi bildirilmistir (3).
Yapilan bir ¢alismalarda tlilkemizde bulunan sigirlardaki topallik insidansinin %]13-
58 arasinda oldugu bildirilmistir (9). Sunulan ¢alismada, sadece doku diizeyinde
SOD aktivitesi incelenmis ve lezyonlu bolgelerde belirgin sekilde artmistir. SOD’1n
lezyon bolgesinde yogun sekilde artmasi, serum SOD diizeyinin diismesine sebep
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica mikobakteri gibi aerobik bakterilerin sebep
oldugu bir hastalikta SOD aktivitesini lezyon bolgesinde artiginin, hem
mikroorganizmanin tiremesi ig¢in gereken oksijenin azaltilmasi hemde oksijenden
koken alan serbest radikallerin normal dokularda olusturacagi zedelenmenin
Onlenmesi bakimindan yararli olabilecegi ayrica organizmanmn bir savunma
reaksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma sig1r tiiberkiilozunun patogenezinde
SOD’mn 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Hastaligin klinik tanisinda SOD’1n

kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan literatiir taramalar 1s18inda gilinlimiize kadar sigir tiiberkiilozunun
patogenezisinin tam olarak anlasilmadigi goriilmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile SOD
ve MDA aktivitelerinin enfekte dokularda bulunan parankim ve yangi hiicrelerinde
immunohistokimyasal olarak arttig1 goriilmiis ve sigir tiiberkiilozunun patogenezinde
bu markirlarin roli oldugu ortaya konmustur.

Sunulan ¢alismadan elde edilen bilgilere gére SOD ve MDA
immunoreaktivitelerinin ~ sigir  tliberkiilozunun  teshisinde  kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Mevcut tiiberkiiloz teshis yontemlerinin spesifite ve duyarliliginin
yetersiz olmasi sebebiyle, sigir tiiberkiillozunda lezyon bolgesindeki SOD ve MDA
aktivitesi teshisin desteklenmesinde kullanilabilecektir. Bu c¢alisma MDA ve SOD
aktivitelerinin lezyonlu bolgede arttigimi gostermistir ancak bu markirlarin klinik
tanida kullanilip kullanilamayacaklarinin belirlenmesi i¢in serum diizeylerinin de

incelendigi yeni ¢aligsmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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