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ÖZET 

 
KOYUNLARIN LİSTERİAL ENSEFALİTİSİNDE HÜCRESEL BAĞIŞIKLIK 

YANIT İLE HMGB1 PROTEİN İLİŞKİSİNİN BELİRLENMESİ  
Neslihan AKBULUT TOSUN 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 
Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Veterinerlik Patolojisi Ana Bilim Dalı  
Doktora, Temmuz/2021  

Danışman: Prof. Dr. M. Yavuz GÜLBAHAR 
 

 

Listeriozis, insan ve hayvanlarda ölüme neden olması ve çok yaygın olarak 
görülmesi nedeni ile mücadele edilmesi gereken önemli bir hastalıktır. Hastalık 
hayvanlarda yavru atmaya, merkezi sinir sistemi lezyonlarına ve septisemiye neden 
olup, ileriki safhalarda ölümle sonuçlanan hastalık tablosu oluşturabilmektedir. 
Koyunlarda listeriozisin ensefalitis (rombensefalitis) formunda lezyonların özellikleri 
ve salınan sitokinler az sayıdaki çalışmayla gösterilmiştir. Bununla birlikte doku 
hasarının patogenezi henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. HMGB1 (High mobility 
group box 1) proteini, MSS dahil birçok organda yangısal dejeneratif lezyonların 
oluşmasında rol alan bir alarmindir. Bu çalışma ile koyunlarda listerik ensefalitisteki 
lezyonların oluşum sürecinde, HMGB1’in rolü hakkında daha ayrıntılı bilgi edinilmesi 
amaçlanmıştır.   

Çalışmada, doğal olarak şekillenen listerik ensefalitisli 15 adet koyuna ait 
arşivsel parafin bloklar kullanıldı. Beş adet normal koyuna ait beyin dokusu ise kontrol 
doku olarak incelendi. Dokulardan hazırlanan kesitler hematoksilen-eozin ile 
boyanarak, lezyonlar süresine göre değerlendirildi. Beyinin rombensefalon bölgesine 
ait kesitlerde bakterinin varlığı immunohistokimyasal (IHC) olarak gösterildi. Aynı 
metotla yapılan boyamalarda rombensefalon bölgesinde nöron, endotel hücreleri, 
makrofaj ve nötrofilde HMGB1 proteinin subselüler yerleşimi ve yoğunluğu 
değerlendirildi. Bu kesitlerde HMGB1’in ekspresyonu, oligodentrosit, astrosit ve 
mikroglia hücre belirteçleri ile ikili immunofloresan teknikle incelendi.  

HMGB1 ekspresyonu en yoğun nöron, oligodentrosit, makrofaj ve mikrogliada 
görülmüşür. Akut olgularda oligodentrositlerden, subakut ve kronik olgularda 
mikrogliada HMGB1 salınımının daha fazla olduğu saptanmıştır. Lezyon süresine 
göre yapılan değerlendirmede akut olgularda hücre çekirdek ve sitoplazmalarında 
yoğun immunpozitiflik varken, subakut ve kronik olgularda bu hücrelerdeki 
reaktivitesi azalmıştır.  

Listerial ensefalitiste şekillenen lezyonların oluşum sürecinde katkısı bulunan 
hücrelerde HMGB1’in eksprese edildiği görüldü. HMGB1’in yangısal süreçlere 
katkıda bulunduğu ve hastalığın patogenezisinde rol aldığı düşünülmektedir. 

 
 
Anahtar Sözcükler:  Alarminler, ensefalitis, HMGB1, koyun, listeriozis 
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ABSTRACT 
 

THE CHARACTERIZATION OF ASSOCIATION OF CELLULAR IMMUNE 
RESPONSE AND HMGB1 PROTEIN IN OVINE LISTERIAL ENCEPHALITIS   

Neslihan AKBULUT TOSUN 

Ondokuz Mayıs University 

Institute of Graduate Studies 
Department of Veterinary Pathology 

PhD, 2021  
Supervisor: Prof. Dr. M. Yavuz GÜLBAHAR 

 

Listeriosis is an important disease that needs to be struggled because it causes 
death in humans and animals and its widespread appearance. The disease can cause 
abortion, central nervous system lesions and septicemia leading to death in later stages 
in animals. In addition, listeriosis can cause large economic losses in sheep breeders 
resulting in abortion and deaths. The characteristics of the lesions and the released 
cytokines in the form of listeric encephalitis (rhombencephalitis) in sheep have been 
demonstrated by a small number of studies. However, the pathogenesis of tissue 
damage has not yet been fully elucidated. HMGB1 protein is an alarmin that plays a 
role in the formation of inflammatory degenerative lesions in many organs, including 
the central nervous system (CNS). In the study, it was aimed to obtain more detailed 
information about the role of HMGB1 in the formation process of the lesions in listeric 
encephalitis in sheep. 

Archival paraffin blocks belonging to 15 sheep with naturally occurring listeric 
encephalitis were used in the study. Brain tissues from 5 normal sheep served as 
control tissue. Sections prepared from tissues were stained with hematoxylin-eosin and 
evaluated according to the duration of the lesions. The presence of the bacteria in 
sections of the rhombencephalon region of the brain has been demonstrated 
immunohistochemically (IHC). The subcellular localization and density of HMGB1 
protein in the neuron, endothelial cells, macrophage (mikroglia) and neutrophil in the 
rhombencephalon region were evaluated with the same method. Expression of 
HMGB1 in these sections was examined by dual immunofluorescence technique with 
oligodendrocyte, astrocyte and microglia cell markers.  

HMGB1 expression was most densely seen in neurons, oligodendrocytes, 
macrophages and microglia. HMGB1 release was higher in oligodendrocytes in acute 
cases and in microglia in chronic and subacute cases. In the evaluation made according 
to the duration of the lesion, there was intense immunity in the cell nuclei and 
cytoplasm in acute cases, while the reactivity in the cells decreased in subacute and 
chronic cases. It was observed that HMGB1 was expressed in the cells that contributed 
to the formation process of the lesions shaped in listerial encephalitis.  

It is thought that HMGB1 is contribute to inflammatory processes and play a 
role in the pathogenesis of the listerial encephalitis. 

  
 
Keywords:  Alarmins, encephalitis, HMGB1, sheep. listeriosis. 
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%  Yüzde 

µg  Mikrogram 

µm Mikrometre 

ABC  Avidin-biotin peroksidaz kompleks 

AEC  3-amino-9-etilkarbazol 

Apaf Apoptotik peptidaz aktivatör faktör 

APES 3-aminopropiltrietoksilan 

Ark Arkadaşları 

BSA  Sığır Serum Albumin 

C° Santigrad derece 

CFU A colony-forming unit 

cm    Santimetre 

CSF-1 The colony stimulating factor 1 

DAB  3,3’-Diaminobenzidin Tetrahidroklorid 

DAPI  4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

DC Dentritik Hücre 

Dk  Dakika  

DNA Deoksiribonükleikasit 

ER Endoplazmik retikulum 

GFAP  Glial Fibriler Asidik Protein 

H2O2 Hidrojen Peroksit 

HE Hematoksilen ve eozin 

HMGB1    High mobility group box 1 

IFNγ İnterferon gama 

IL İnterlökin 

LM Listeria monositogenes 

LRR The leucine-rich repeats 

MCP-1 The monocyte chemoattractant protein-1 

MET Mezenkimal-Epitel Geçiş 

ml Mililitre 

MSS Merkezi Sinir Sistemi 
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NACHT NAIP, CIITA, HET-E ve TEP1 içeren protein alanı 

NALP Nacht, leucine rich repeat and pyrin domain containing 

NET Neutrophil extracellular trap 

NFҡB Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer Of Activated B Cells 

NK hücre Natural Killer (Doğal Katil) hücre 

NLR Nod-like receptor 

NOD The nucleotide-binding oligomerization domain 

OLİG2 Oligodendrosit transkripsiyon faktörü 

OMÜ  Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

PBS  Fosfatlı tampon solüsyonu (Phosphate buffer saline) 

pH Asit ve alkali yoğunluğunun göstergesi 

PI3K Fosfatidilinositol 3-kinaz 

PV Perivasküler 

RAGE Receptor for Advanced Glycosylation End Products (Gelişmiş Glikasyon Son Ürünleri için 
Reseptör)  

SABPK  Streptavidin Biotin Peroksidaz Kompleks 

Th1  T helper hücre 1 

TLR Tool Like Reseptör 

TNFα Tumor Necrosis Factor Alpha 
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1. GİRİŞ 

Listeriozis, çevrede saprofit olarak yaşayan, ancak zaman zaman memeliler, 

keseli hayvanlar, kuşlar ve sürüngenler de dahil olmak üzere çok çeşitli omurgalılarda 

hastalık tablosu oluşturan, gram pozitif, hücre içi fakültatif bir bakteri olan çeşitli 

Listeria türlerinden kaynaklanır. Dünya çapında yüksek prevalansı olan, halk sağlığını 

ilgilendiren, atipik, gıda kaynaklı (food-born) önemli bir hastalıktır. Listeriozis, 

meningitis, septisemi ve abort yapması bakımından zaman zaman mortalitesi %20-

30’lara çıkabilmektedir. Türkiye gibi özellikle küçükbaş hayvancılığı yoğun olan 

yerlerde listeria enfeksiyonlarından ileri gelen kayıplar önemli bir yer tutmaktadır. Bu 

durumlara paralel olarak, Listeria cinsi etkenlerin yeni tekniklerle araştırılması bir 

gereksinim olarak ortaya çıkmaktadır.  

Veteriner Hekimlikte listerial ensefalitis hemen hemen sadece ruminantlarda 

oluşmaktadır ve yeterince fermente olmamış ve pH’sı 5.5’in üzerindeki silajla yoğun 

beslenen hayvanlarda ve özellikle kış mevsiminde daha yüksek oranlarda 

görülmektedir (Dreyer vd., 2015; Low ve Donachie, 1997; Oevermann vd., 2010).  

Ensefalitik listeriozis, nöropatolojik araştırma verilerine göre bazı ülkelerde küçük 

ruminantların en önemli merkezi sinir sistemi hastalığı olarak gösterilmektedir 

(Oevermann vd., 2008). Bununla birlikte hastalığın doğal konakçılarında ensefalitik 

listeriozisin patolojisi ve patogenezisi hakkında bazı detaylı çalışmalar bulunmaktadır 

(Oevermann vd., 2008; Oevermann vd., 2010a; Oevermann vd., 2010b; Otter ve 

Blakemore, 1989; Pfister vd., 2002; Potel vd., 1969). İn vitro ve in vivo veriler, 

bakterinin enfekte olmuş lökositler içinde kan-beyin veya kan-koroid bariyerleri 

üzerinden taşınarak veya serbest halde endotel hücrelerinden doğrudan invazyonu ile 

MSS'ne giriş potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. Alternatif olarak 

bakterinin trigeminal sinirlerde aksonal transport aracılığı ile beyine ulaştığı ortaya 

konulmuştur. Bununla birlikte beyin lezyonlarının patogenezisi tam olarak 

aydınlatılamamıştır (Oevermann vd., 2010). Farelerde yapılan deneysel çalışmalar 

öncelikle MSS’ndeki sitokin üretimine odaklanmıştır (Hoge vd., 2013; Mielke vd., 

1993; Nakane vd., 1999; Queiroz vd., 2000; Schluter vd., 1996).  

Ruminantlarda listeriozisde beyinde şekillenen bağışıklık yanıtında rol alan 

hücreler ile bazı sitokinlerin belirlenmesine ilişkin bazı detaylı çalışmalar mevcuttur 

(Abdlla vd., 2015; Di Palma vd., 2012; Krueger vd., 1995). Bununla birlikte immun 

sistem için erken uyarı sinyalleri olarak etki eden ve birçok hastalıkta doğal ve 



2 
 

kazanılmış bağışıklığın oluşmasında ve patojenlere karşı ilk olarak salınan alarmin adı 

verilen moleküllerle ilgili çalışmalara veteriner alanında çok sık rastlanmamaktadır.  

Alarminlerin prototipi ve en çok çalışılanı hareketli grup proteinlerinden olan 

HMGB1 (High mobility group box-1)’dir. Lokalizasyonuna bağlı olarak farklı 

fonksiyonları olan bu protein, endojen veya eksojen uyarılar karşısında 

nukleus/sitoplazma/ekstrasellüler bölümleri arasında geçiş yaparak, ekstrasellüler 

boşluğa salındığında sitokin benzeri görev yapmaktadır (Andersson vd., 2014). 

HMGB1 sepsisin geç mediatörü olarak bilinir ve serumda artan HMGB1 düzeyleri 

kanser, sepsis ve otoimmunitenin prognozu ile korelasyon göstermektedir. İnsanlarda 

görülen romatoid artrit, septik şok, akut akciğer hasarı, kanser gibi birçok hastalıkta 

HMGB1 proteinin artan düzeyleri ile hastalıkların şiddeti arasında korelasyon olduğu 

çok çeşitli araştırmalarla ortaya konulmuştur (Andersson vd., 2018; Brown vd., 2009; 

Charoensup vd., 2014; Y. Chen vd., 2016; Grover vd., 2008; Janko vd., 2014; 

Johansson vd., 2014; Kamau vd., 2009; Rrapaj vd., 2018; Vénéreau vd., 2016; Y. 

Wang vd., 2019). Yangısal ve otoimmun hastalıklarda kanda ve dokularda artan 

seviyeleri HMGB1’in hastalıkların tanı ve tedavilerinde eşsiz bir hedef biyobelirteç 

olabileceği bildirilmektedir (Magna ve Pisetsky, 2014). Veteriner alanında oldukça 

sınırlı sayıda araştırma bulunmakla birlikte (Furukawa vd., 2011; Heinola vd., 2013; 

Ley vd., 2009; Miyasho vd., 2011; Sterenczak vd., 2011; Zhang vd., 2016), 

hayvanlardaki listeriozisde buna yönelik çalışmaya rastlanılmamıştır. Yapılan çalışma 

ile koyun listerik ensefalitisde beyinde oluşan yangısal infiltrasyonlar ile HMGB1 

ekspresyonu arasındaki ilişki yanında, yangı süresince bu alarminin hangi hücre veya 

hücrelerde eksprese edildiğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu çalışmanın, listerik 

ensefalitis yanında benzer diğer yangısal hastalıkların patogenezisi ile teşhis ve 

tedavilerinde HMGB1’in rolüne ilişkin yapılacak diğer çalışmalara temel oluşturacağı 

düşünülmektedir.     



3 
 

2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1. Listeriozis ve Bağışıklık Yanıtın Tarihçesi  

Günümüz araştırmacıları tarafından listerik enfeksiyon olduğu düşünülen 

hastalıktan ölen insanların dokularından, gram pozitif çomaklar gözlemlemiş olan iki 

araştırmacı, 1891 yılında Fransa’da Hayem ve 1893 yılında Almanya’da Henle  

hastalığa dair en eski kanıtları sunmuştur. 1911’de kayıtlara geçen ilk izolasyon ise, 

İsveçli bilim insanı Hülphers’ın, organizma tanımı L. monocytogenes’e çok yakın olan 

Bacillus hepatis adını verdiği mikroorganizmadır (Gray ve Killinger, 1966). İzole 

ettiği bakteri ile sağlıklı hayvanları enfekte eden Murray vd. 1926’da, kobay ve 

tavşanların kanında monositlerin arttığını görerek mikroorganizmaya Bacillus 

monocytogenes ismini vermiştir. Atkinson (1917) tarafından bildirilen küçük menenjit 

salgını da muhtemelen bu bakteriden kaynaklandığını bildirmiştir. Matthews (1928), 

Almanya’da 1925’te koyunlarda, 1928’de sığırlarda, Listeriozis olduğu düşünülen, 

etiyolojisi bilinmeyen bir ensefalitis salgını bildirmiştir. Çiftlik hayvanlarında 

L.monocytogenes’in ilk izolasyonu ile tanınan Gill (1937), 1929'da koyunlar arasında 

gözlemlediği bozukluğu "dönme hastalığı" olarak adlandırmıştır. Etkilenen 

hayvanların beyninden bakteriyi izole ederek onunla hastalık arasındaki ilişkiyi 

kurmakla birlikte, ancak altı yıl sonra bakterinin gerçek kimliğini belirleyebilmiştir. O 

zamandan beri, L. monocytogenes nedenli enfeksiyonlar yaygın olmakla birlikte, 

günümüzde sadece evcil hayvanların hastalıkları arasında ekonomik öneme sahip 

olmakla kalmayıp, aynı zamanda onlarla temas halinde olabilecek çok çeşitli yabani 

hayvanları, kuşları ve insanları da etkilediği bilinmektedir (Gray ve Killinger, 1966).  

Listeria monocytogenes, enfeksiyon ve bağışıklığın temel yönlerini incelemek 

için bir model olarak 50 yıldan fazla süredir kullanılan, fakültatif hücre içi bir 

patojendir. Listeria monocytogenes, CD8+ Thücrelerinin güçlü bir indükleyicisi 

olmakla birlikte, CD8+ sitotoksik T hücreleri aracılığı ile uzun ömürlü hücresel 

bağışıklık gelişimini olumlu yönde etkilemesi bu bakteriyi hem bulaşıcı hastalık 

uygulamaları hem de kanser immünoterapisi için çekici bir aşı vektörü yapmaktadır. 

(Chávez-Arroyo ve Portnoy, 2020).  

1911’de tavşanlarda karaciğer nekrozuna neden olan bir bakterinin ilk 

raporundan itibaren etkeni tanımaya yönelik araştırmalar yıllar içinde devam etmiştir. 

Bakteri 1962’de immünologlar için hücre aracılı bağışıklığın tanımlanmasını sağlayan 
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çok önemli bir araç haline gelmiştir (Mackaness, 1962). Hastalığın patogenezisi ve 

enfeksiyona karşı immun yanıtın araştırıldığı çalışmalar 2000’li yıllardan sonra ivme 

kazanmıştır (Lebreton vd., 2016).  

1990'larda, bağışıklık sisteminin nasıl etkinleştirildiğini açıklamak için, doğal ve 

kazanılmış bağışıklık tepkileri oluşturan iki popüler model geliştirilmiştir. Charles 

Janeway’ın önerdiği "kendiliğinden başlamayan enfeksiyoz" modelde, patojenle 

ilişkili moleküler kalıpların (pathogen-associated molecular pattern=PAMP'ler) 

(örneğin lipopolisakkaritler veya diğer mikrobiyal bileşenler) tanınmasıyla aktive 

edilen, profesyonel antijen sunan hücreler (APC'ler) tarafından, bağışıklık tepkilerinin 

başlatıldığı ileri sürülmüştür (Janeway, 1992). Bu model, patojen tanımayı, ortak 

uyarımı ve kendiliğinden veya kendiliğinden olmayan ayrımı yanında, bağışıklık 

yanıtın enfeksiyonlar tarafından nasıl başlatıldığını veya belirli mikrobiyal bileşenleri 

içeren adjuvanlar tarafından nasıl güçlendirildiğini de açıklamaktadır. Bu hipotez, Toll 

benzeri reseptörler (TLR) gibi kalıp tanıma reseptörleri (pathogen recognition 

receptors=PRR)’nin tanımlanması için de temel bir dayanak olmuştur (Medzhitov ve 

Janeway, 2000). Bununla birlikte, Janeway'in modeli, otoimmün bozukluklarda, greft 

reddinde, alerji veya steril yangıda ortaya çıkan immün tepkileri kolayca 

açıklayamamaktadır (Yang vd., 2010). Buna karşın Polly Matzinger tarafından 

“alternatif tehlike modeli” önerilmiştir. Bu model ile bağışıklık yanıtın, patojenlere, 

toksinlere, mekanik hasara ve benzerlerine maruz kalan stresli veya hasarlı 

hücrelerden ve dokulardan kaynaklanan tehlike sinyalleri tarafından başlatıldığı öne 

sürülmüştür. Bu model, sadece patojen kaynaklı bağışıklık için değil, aynı zamanda 

mikroorganizmaların yokluğunda ortaya çıkan bağışıklık yanıtı için de akılcı 

açıklamalar sağlamaktadır. Bununla birlikte sonrasında tam olarak neyin "tehlike 

sinyalleri" olarak kabul edileceğine dair yeniden tanımlamalar yapılmıştır. 

Başlangıçta, ısı şok proteinleri (HSP) ve salındığında APC'leri aktive edebilen 

herhangi endojen bir molekülün tehlike sinyali olabileceği öne sürülmekteydi. Tehlike 

sinyalleri listesine daha sonra, IL-1, interferon, TNF, CD40 ligand, ATP, memeli 

DNA'sı, hücre dışı matrislerin bozulmuş ürünleri, haptenler, toksinler, ürik asitler ve 

hatta mikrobiyal bileşenler gibi hem endojen hem de eksojen parçalar eklenmiştir. 

(Gallucci ve Matzinger, 2001). 2004 yılında, PAMP'ler ve hasarlı dokudan türetilen 

tehlike sinyallerinin, ortak kimyasal hidrofobik özelliklerine ve bağışıklık sistemini 

uyarma işlevine dayalı olarak, tamamının hasara bağlı moleküler modeller (DAMP'ler) 
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olarak adlandırılmaları önerilmiştir (Seong ve Matzinger, 2004).  

1990'ların sonlarında ve 2000'lerin başlarında, defensinler ve katelisidinler gibi 

bazı memeli antimikrobiyal peptitlerin ve proteinlerin (AMP), dendritik hücreler 

(DC'ler) ve makrofajlar gibi APC'lerin aktivasyonu ile kemotaktik göçü başlatan 

etkiye sahip oldukları belirlenmiştir (Biragyn vd., 2001; Yang vd., 2000; Yang vd., 

1999). APC çekici etkiye Giα-protein bağlı reseptörler (GiPCR'ler) aracılık ederken, , 

bazıları PRR olarak tanımlanan diğer reseptörlerin de APC'yi aktive eden etkiye 

aracılık ettiği ortaya konulmuştur (Biragyn vd., 2002; Yang vd., 2000; Yang vd., 2004; 

Yang vd., 1999). Bu tür AMP'lerin in vivo bir antijen ile birlikte uygulanması, DC'lerin 

toplanmasına ve edinilmiş immün yanıtların artmasına neden olduğu görülmüştür 

(Biragyn vd., 2002; Biragyn vd., 2001; Yang vd., 2004; Yang vd., 2003). Daha sonra, 

tüm AMP'lerin bu etkilere sahip olmadığı ortaya çıkmıştır. Öte yandan, yüksek 

hareketli grup kutu-1 proteini (HMGB1) gibi geleneksel olarak AMP olarak kabul 

edilmeyen bazı endojen aracıların da DC'ler üzerinde benzer kemotaktik ve aktive 

edici etkiler sergilediği gösterilmiştir (Rovere-Querini vd., 2004;. Wang vd., 1999; 

Yang vd., 2010).  

2004 yılına gelindiğinde, profesyonel APC olarak DC'lerin, dokularda 

toplanmaları ve olgunlaşmalarının, antijene özgü T hücre aktivasyonuna dayalı 

bağışıklık yanıtın başlatılması için çok önemli olduğu tespit edilmiştir (Banchereau ve 

Steinman, 1998). Bu nedenle, tehlike sinyallerine yanıt olarak periferik dokularda 

hızla mevcut hale gelen ve APC'lerin güçlenmesini ve olgunlaşmasını uyararak doğal 

ve kazanılmış bağışıklık yanıtları başlatabilen, yapısal olarak farklı endojen aracı 

moleküller önerilmiştir. Tehlikeye yanıt olarak üretildikleri ve bağışıklık sistemini 

alarma geçirdikleri için "alarmin" olarak adlandırılmışlardır (Oppenheim ve Yang, 

2005; Yang ve Oppenheim, 2004; D. Yang vd., 2010). Hasarla ilişkili moleküler 

paternler (DAMP'ler) ve alarminlerin sürekli değişen tanımlarını ortadan kaldırmak 

için Kasım 2019'da Japonya'da düzenlenen Uluslararası DAMP & Alarmins 

toplantısında daha yeni kriterler oluşturulmuştur (Mezzapelle vd., 2019). Bu kriterlere 

göre “Alarminler” hücre hasarı, hücre ölümü, stres veya enfeksiyon sebebiyle canlı 

hücreler tarafından salınan veya ifade edilen ve bağışıklık sisteminin aktivasyonunu 

tetikleyen bir endojen immünomodülatör moleküller sınıfı olarak kabul edilmektedir 

(Matta vd., 2017; Mezzapelle vd., 2019).  

Alarminler, PAMP'lerin eşdeğeridir, ancak genellikle doğal bağışıklık sistemi 
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hücre yapılarında (örn. granülositler, epitel hücreleri ve keratinositler) granüllerin, 

sitoplazmanın veya çekirdeğin bileşenleri olarak depolanan endojen moleküllerdir. 

Alarminler programlanmamış hücre ölümünün ardından hızla salınırlar ancak 

apoptotik hücreler tarafından salınmazlar. Bağışıklık sistemi hücreleri genellikle özel 

salgılama sistemleri veya endoplazmik retikulum (ER)-Golgi salgılama yolu 

kullanılarak, ölmeden alarmin üretmeye ve salmaya teşvik edilebilir. Dendritik 

hücreler de dahil olmak üzere doğal bağışıklık sisteminin hücrelerini aktive ederler ve 

böylece doğrudan veya dolaylı olarak aynı zamanda kazanılmış bağışıklık tepkilerini 

de desteklerler. Son olarak, alarminler, hasarlı dokunun restorasyonunu destekleyerek 

homeostazı da geri sağlarlar (Mezzapelle vd., 2019). 

Alarminler için tüm kriterlere örnek teşkil edecek özelliklere sahip molekül ise 

HMGB1'dir (Mezzapelle vd., 2019). HMG süper aile proteinleri, 30 yıldan daha uzun 

bir süre önce keşfedilen nükleozom bağlayıcı protein ailesinden oluşur (. Goodwin vd., 

1973). Son on yılda çok sayıda çalışma, bazı HMG proteinlerinin hücre dışı olarak 

salınabildiğini ve farklı hücre dışı biyolojik aktiviteler sergilediğini ortaya koymuştur 

(Lotze vd., 2005; Bianchi 2007; Andersson vd., 2002; Straino vd., 2008; Palumbo vd., 

2004). Enfeksiyon ve bağışıklıkta HMGB1’in rolünün keşfi, Wang vd. (1999)’nın ilk 

olarak HMGB1’in makrofajlar tarafından salındığını ve endotoksin kaynaklı septik 

şokun geç bir aracı olarak hareket ettiğini bildiren çalışmaları ile olmuştur. O 

zamandan beri, HMGB1'in çeşitli lökositler üzerinde birçok farklı etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir (Kokkola vd.,2005; Andersson vd., 2000; Li vd., 2004; Rouhiainen vd., 

2004; Yang vd., 2010). 

2.2. Etiyoloji  

Listeria genusu şu anda 2009'dan beri yeni tarif edilen 12 Listeria türü de dahil 

olmak üzere 20 türden oluşmaktadır; L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii, L. 

welshimeri, L. marthii, L. innocua, L. grayi, L. fleischmannii, L, floridensis, L. 

aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. 

grandensis, L.riparia, ve L. booriae, L. goaensis, L. thailandensis, L. costaricensis 

(Leclercq vd., 2019).  

Bunlar arasında majör patojen olan L. monocytogenes’in serotiplendirmesi, L. 

monocytogenes somatik (O) ile flagellar (H) antijenleri ile yapılmaktadır ve L. 

monocytogenes kendi içerisinde 14 farklı (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 
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4d, 4e, 7, 4h) serotipe ayrılmaktadır (Feng vd., 2020). L. ivanovii ve L. seeligeri 

kaynaklı zaman zaman insan enfeksiyonları da bildirilmiştir (Allerberger, 2003). 

Listeria ivanovii, cinsin ikinci patojen türü olup, ruminantlara özgüdür (Ramaswamy 

vd., 2007). L. ivanovii 5 serovardan ve L. innocua, 6a ve 6b olmak üzere iki serotipten 

oluşmaktadır (Allerberger, 2003; Gasanov vd., 2005). 

Listeria spp.’de antijenik kompozisyon ve patojenite arasında ilişki olduğu 

düşünülmektedir. L. ivanovii'ye özgü serovar 5 neredeyse yalnızca geviş getiren 

hayvanlardan, özellikle koyunlardan izole edilmiştir. Bu hayvanlarda serovar 5 suşları 

perinatal enfeksiyonlardan sorumlu iken, ensefalitise neden olmadığı görülmüştür. L. 

monocytogenes 1/2a, 1/2b ve 4b serovarları, insan ve hayvanlarda listeriozis 

olgularının % 90'ından fazlasını oluşturur. 1/2c gibi diğer serovarlar, genellikle gıda 

kontaminantları olarak tespit edilmiştir. Hastalığa ilişkin serovarlardan, 4b suşları 

dünya çapında listeriozis olgularının % 50'sinden fazlasına neden olur, ancak 1/2 

suşları (1 / 2a, 1 / 2b ve 1 / 2c) gıda izolatlarında baskındır. Bu durum, serovar 4b 

suşlarının memeli konak dokulara serogrup 1/2 suşlarından daha fazla adapte olduğunu 

göstermektedir (Vázquez-Boland vd., 2001).  

Listeria türleri, gram pozitif, fakültatif anaerobik, sporsuz, kapsülsüz, hareketli 

ve küçük çubuk şekilli, 0,4–0,5 × 1–2  μm ölçülerinde hücre içi bakterilerdir.  Listeria 

türleri taze kültürlerde Gram-pozitif olmasına rağmen, eski kültürlerde kokoid ve uzun 

filamentli Gram-negatif görülebilmektedir. Kanlı agarda 24-48 saat aralığında 

37ºC’lik inkübasyondan sonra, Listeria türlerinin kolonileri yaklaşık 0,5-1 mm 

çaplarında (inkübasyon süresi ve koloni sayısının mesafesine bağlı olarak), gri beyaz 

rengte, saydam, düz, duruma göre sulu bir yapı göstermektedir.  Beş ile 10 gün sonra 

bu bakteri kolonileri birbirinden iyi ayrılan, çapları 3 ile 5 mm arasında değişen 

şemsiye şeklindeki ve pürüzlü varyantlara dönüşürler. (Gray ve Killinger, 1966). 

Listeria genomunun tanımlanması, o suşun patojenitesinin belirlenmesi yanında 

türler arasında ortak olan ya da türe özgü özelliklerin ortaya konulmasındada yarar 

sağlamaktadır. L. monocytogenes’in genom yapısı toplamda 133 yüzey 

proteinlerinden oluşmaktadır. Genom’un kodlama kapasitesinin %5’lik kısmını yüzey 

proteinleri oluşturmaktadır. Buna ek olarak, hücre yüzeyi proteinlerini kodlayan 

genlerin %22’lik kısmının L. innocua’da bulunmadığı belirlenmiştir. Dolayısıyla, bu 

iki tür arasındaki temel farklılığın yüzey protein bileşenlerinden kaynakladığı 

saptanmıştır (Buchrieser, 2007; Cabanes vd., 2002). L. monocytogenes’in virülans 
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faktörünü kodlayan genin ekspresyonu, bir transkripsiyonel aktivatör, prfA (peptide 

chain release factor 1) geni tarafından düzenlenmektedir (Cabanes vd., 2002; de las 

Heras vd., 2011). PrfA aynı zamanda internalin ve LLO’nun transkripsiyonunu arttırıp, 

prfA geninde bulunan hızlandırıcıları da düzenlemektedir (Gray vd., 2006). L. 

monocytogenes ve L. ivanovii’nin kümelediği virulans genleri aynı zamanda sırasıyla, 

phosphatidylinositol-specific phospholipase C ve phosphatidylcholine-dependent 

phospholipase C (PI-PLC)’yi kodlayan plcA ve plcB genlerini de barındırmaktadır. 

ActA (Aktin düzeneği indükleyen protein) geni ise aktinin yapısına katılmaktadır. 

(Schmid vd., 2005). 

2.3. Epizootiyoloji 

Listerialar doğada yaygın olarak bulunmaktadır. Toprak, toz, hayvan yemi, su, 

kanalizasyon, yeşil bitki ve sebzeler, sağlıklı hayvan ve insanların gastrointestinal 

sistem florası, asemptomatik insanlar ve hayvanlar, dışkı, genital akıntı, burun akıntısı 

da dahil olmak üzere birçok evcil hayvandan da izole edilebilmiştir. 4 ° C'de saklanan 

işlenmiş gıda bile Listeria'yı barındırabilir (Bartt, 2000; MacGowan vd., 1994). L. 

monocytogenes'in minimum enfeksiyon dozu, gıdanın gramı başına en az 100 koloni 

oluşturan birim (CFU) olmasına rağmen, olası ciddi sonuçlar göz önüne alındığında, 

Amerika Birleşik Devletleri, Avustralya ve Çin dahil olmak üzere birçok ülke, hazır 

gıdalarda L. monocytogenes için sıfır tolerans politikası uygulamaktadırlar (Feng vd., 

2020). 

 Hammaddelerde bulunan L. monocytogenes, sütün pastörizasyonu gibi, çoğu 

işlenmiş gıdanın üretimi için tipik olan zaman-sıcaklık kombinasyonları tarafından 

etkin bir şekilde etkisiz hale getirilmesine rağmen; çiğ süt, tereyağı, yumuşak peynirler 

ve işlenmiş et ve kümes hayvanları ürünleri dahil olmak üzere birçok hayvandan elde 

edilen L. monocytogenes ile kontamine gıda ürünleri, insanlarda listerioz vakaları ve 

salgınlarının kaynağı olarak gösterilmektedir. Enfekte hayvanlar ve kontamine tarım 

ortamları, nadiren doğrudan insan enfeksiyonlarına neden olur gibi görünse de, çiğ 

sütten yapılan peynir gibi tüketimden önce işlenmemiş hayvansal gıda ürünleri ve 

enfekte hayvanların dışkısıyla kontamine olmuş bitkisel kaynaklı çiğ gıdalar çiftlik 

hayvanlarında ve çiftlik ortamlarında L. monocytogenes ile insan enfeksiyonları 

doğrudan ilişkilidir (Nightingale vd., 2004). İnsanların da duyarlı olduğu ve genellikle 

sporadik olarak gözlenen Listeriosis’in hayvanlarla yakın temasta bulunan veteriner 

hekimler, veteriner sağlık teknisyenleri ve hayvan yetiştiricileri gibi bazı meslek 
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gruplarında yayılım gösterdiği tespit edilmiştir (Zelenik vd., 2014). Hastalığın 

gelişiminde Listerial antijenlere duyarlı bireyler, immun yetmezlik, intrauterin yaşam, 

ilaç bağımlılığı, yaşlılık, alkolizm, şeker hastalığı, AIDS, vb. durumlar hazırlayıcı 

faktör olarak etkilidirler (Jones, 1990). Özellikle ABD ve Avrupa birliği ülkelerinde 

insanlarda sporadik listeriosis olgusunda tavuk eti ve ürünlerinin enfeksiyonun 

yayılmasında önemli bir rol oynadığı bildirilmiştir. Hayvansal orjinli besin 

maddelerindeki listeriosis olguları veya epidemileri ile ilgili araştırmalar sonucu genel 

olarak L. monocytogenes’in kırmızı et ve et ürünlerindeki bulunma oranı %0-92, çiğ 

sütlerde %0-45, süt ürünlerinde %0-87, tavuk eti ve ürünlerinde %15-80 arasında bir 

değişim gösterir (Farber ve Peterkin, 1991). Listeriozis insanlarda ateşli gastroenteritis 

yanında, karaciğer ve dalak tutulumu ve enfeksiyoz mononükleozis benzeri 

lenfadenopatilere neden olabilmektedir. Ayrıca, önemli bir komplikasyon olarak 

merkezi sinir sistemi (MSS)’inde genellikle diffuz meningitis veya meningoensefalitis 

ya da bazen rombensefalitis şeklinde patolojik olarak koyunlardakine benzer lezyonlar 

oluşturabilmektedir (Bartt, 2000).  

Hastalık yeterince fermente olmamış ve pH’sı 5.5’in üzerindeki silajla yoğun 

beslenen hayvanlarda ve özellikle kış mevsiminde daha yüksek oranlarda 

görülmektedir. Ruminantlardaki listerial infeksiyonun silaj tüketimiyle ilişkili olması 

nedeniyle enfeksiyonlar “silaj hastalığı” olarak da bilinmektedir. Selüloz ihtivası fazla 

yemlerle beslenen hayvanlarda listerial enfeksiyonlara daha sık rastlanmaktadır 

(Gudding vd., 1989). Aniden silaja geçiş, iklim koşulları, yem değişiklikleri, yeşil yem 

eksikliği, gebelik, hastalık için yatkınlık faktörleridir. Enfekte ve asemptomatik 

taşıyıcı hayvanların dışkı, idrar, süt ve burun akıntısı ile abort yapan hayvanlardan 

aborte fötus ve uterus akıntısı ile etken saçılımı olmaktadır. Bulaşma konjenital, 

sindirim, solunum ve veneral yolla olmaktadır (McLauchlin ve Low, 1994; Ryser ve 

Donnelly, 2015). 

 Bu hastalık özellikle ruminantlarda önemli olup, 3 ayrı hastalık veya sendrom 

olarak davranış göstermektedir. İyi bilinen bu sendromlar, abortla seyreden gebe 

uterusun enfeksiyonu, milier visseral apselerle karakterize septisemi ve ensefalitis 

sayılabilir. Ayrıca, ruminantlarda konjunktivitis, endokarditis ve mastitis oluşturan 

formları da bulunmaktadır (Cantile ve Youssef, 2016). Listeriozis’in teşhisi, etken 

izolasyonu yanında, patolojik olarak, beyin kökünde mikroapseler ve perivasküler 

hücre infiltrasyonu ile immunohistokimyasal olarak L. monocytogenes’in beyin 
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dokusunda gösterilmesine dayanmaktadır (Campero vd., 2002; Oevermann vd., 2008).  

2.4. Virülans Faktörleri ve Patogenez 

Listeriozisin patogenezisi ve etkenlerin virülansları, bakterilerin memeli 

hücrelerine penetre olmalarına, penetre oldukları hücrelerin mekanizmalarını 

kullanmalarına ve konakçı bağışıklık sistemini istila etmek için çok karmaşık 

stratejiler geliştirmelerine bağlıdır (Edelson ve Unanue, 2000; Torres vd., 2004). 

Etkenin virülansı, genoma dağılmış en az 50 gen tarafından belirlenmektedir. Bu hücre 

içi parazitizmin moleküler temeli büyük ölçüde açıklığa kavuşturulmuştur (Camejo 

vd., 2009; Toledo-Arana vd., 2009).  

Hücre içine girişte rol oynayan internalin proteinler InlA ve InlB, por oluşturma 

aktivitesine sahip toksin listeriolysin O (LLO), iki fosfolipaz PlcA ve PlcB, ile 

bakteriyel yüzey proteini olan ActA, bakterinin majör virülans faktörleri olarak 

belirlenmiştir (Dussurget vd., 2004; Schnupf ve Portnoy, 2007). Bu virülans faktörleri 

bir transkripsiyon faktörü olan pozitif düzenleyici faktör A (PrfA)’nın kontrolü altında 

koordineli olarak ifade edilir (Lecuit, 2007; Dussurget vd., 2004). Bir memeli 

konakçının vücut ısısında (37ºC) PrfA bağımlı virülans genleri L. monocytogenes’i 

çevresel bir bakteriden, hücre içi bir patojene dönüştürür (Bierne vd., 2007; 

Oevermann vd., 2010b; Johansson vd., 2002). Ortamda gereksiz ekspresyondan 

kaçınmak için, PrfA regulon, konakçı hücre enfeksiyonu sırasında seçici olarak aktive 

edilir. Hücre dışı ve hücre içi yaşam tarzları arasındaki geçişi gösteren bir dizi sinyal, 

çoğu durumda tam olarak anlaşılamayan farklı mekanizmalar yoluyla PrfA'ya iletilir 

(de las Heras vd., 2011). 

L. monocytogenes çok çeşitli memeli hücrelerini istila edip, bunların içinde 

çoğalabilme yeteneğine sahiptir. Makrofajlar gibi fagositik hücreler söz konusu 

olduğunda, bakteri girişi fagositoz tarafından sağlanırken, endotel hücreleri, 

eritrositler ve fibroblastlar gibi fagositik olmayan hücrelere girişi bazı yüzey invazyon 

proteinleri aracılığı ile olmaktadır (Cossart, 2011; Ireton, 2007). Konakçı hücrelere 

giriş, internalinler, listerik yüzey ligandları ve bunların ilgili konak hücre reseptörleri 

arasındaki etkileşim ile yönetilir. Çok sayıda internalin ve internalin benzeri protein 

identifiye edilmiştir. İnternalin ailesi proteinleri InlA, InlB, InlC, InlJ, InlH ve InlK 

olarak tanımlanmıştır. Tüm bu internalin proteinler Listeria’nın virülansı ve 

patogenezinde farklı rollere sahiptir (Bierne vd., 2007). İnternalinler arasında en çok 

çalışılan InlA ve InlB şimdiye kadar sadece L. monocytogenes’de tanımlanmıştır 
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(Dramsi vd., 1995; Gaillard vd., 1991; V´azquez-Boland vd., 2001). 

İnternalin A ve B, hücreye invazyon için ana proteinlerdir. E-kaderin, 

bakterilerin membrana bağlı bir vakuolde hücre içine girmesine izin veren InlA için 

bir reseptör görevi görür ve bu etkileşim türe özgüdür. Çünkü murin E-kadherin, amino 

asit dizilerindeki varyasyon nedeniyle InlA'ya bağlanmaz (Mengaud vd., 1996; 

Smutny & Yap, 2010). İnsan listeria türlerinin % 90'ından fazlası InlA aracılı 

invazyona sahiptir (Jacquet vd., 2004). İnternalin B, kompleman sistemine dahil 

bileşen olan Clq 'nun küresel kısmına ve MET reseptörüne bağlanır (Braun vd., 2007; 

Cossart, 2011; Dhama vd., 2015; Hamon,2006). Bu iki internalinin dışında, invazyona 

dahil olan Vip, Auto, p60, GtcA ve MprF gibi başka proteinler de vardır (Camejo vd., 

2011) 

 

 

Şekil 2.1. Listeria'nın virülans faktörleri ve patogenezi. (1) Listeria'nın reseptörlerine bağlanması. (2) 
İnvazyon. (3) Fagositik vakuol organizmayı içeriye taşır. (4) Listeria, LLO dahil çeşitli 
mekanizmalarla vakuolden kaçar. (5) Listeria, LLO, Flagellin ve InlC dahil olmak üzere 
çeşitli mekanizmalarla konakçı bağışıklığından kurtulur. (6) Aktin kuyruğu oluşumu 
organizmayı bir hücreden diğerine iter. (7) Son olarak, organizmanın salınması (Dhama vd., 
2015). 

Listeria monocytogenes tarafından üretilen ve koful zarına girerek gözeneklerin 

oluşumuna neden olan toksin, listeriolysin O (LLO) olarak adlandırılır. Bu gözenekten 

L. monocytogenes, lizozomal füzyondan önce fagozomdan kaçarak hücrenin 

sitoplazmasına girer ve böylece hücre içinde yıkımlanmaktan kurtulur (Schnupf ve 
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Portnoy, 2007).  

Aktin birleşimini indükleyen protein (ActA), "aktin kuyrukları" oluşturmak için 

aktin polimerizasyonunu destekleyen başka bir yüzey proteinidir. Aktin kuyrukları, 

Listeria'nın aktif olarak hareket etmesini ve doğrudan hücreden hücreye yayılmasını 

sağlar. Konakçı hücrenin sitoplazması içine girdikten sonra Listeria tarafından salınan 

ActA proteini, bakterinin son kısmında aktin filamanlarının polimerizasyonuna neden 

olur. F-aktin içeren roket benzeri kuyruklar oluşur ve konak hücre iskeletinde 

hapsolur. Bu F-aktin kuyrukları, bakterileri sitoplazma boyunca 87 μm / dakikaya 

varan hızlarda iter (Stevens, 2006). Bakteriler, hücre yüzeyinden komşu hücrelere bile 

itilebilir (Dhama vd., 2015).  

Listeria monocytogenes, konakçı hücre vakuollerinden kaçmasında kritik bir rol 

oynayan iki farklı fosfolipaz C (Plc) salgılar. Bunlardan ilki fosfatidilinositol-spesifik 

fosfolipaz C (PI-PLC), diğeri ise geniş aralıklı bir fosfolipaz C (PC-PLC)’dir (Dhama 

vd., 2015; Smith vd., 1995).  

Listeria birçok farklı karmaşık stratejiyle konakçı immun yanıtından kaçar. InlC 

(internalin C), salgılanmış formda oluştuğu için diğer internalinler arasında 

benzersizdir. Enfekte hücrelerde çoğunlukla daha yüksek miktarlarda ifade edilir.  Bu 

internalin, tuba (aktin ve IkB kinazın (IKKa) çeşitli düzenleyici proteinlerini 

bağlayabilen bir hücre iskeleti proteini) ile etkileşime girip, NF-kB'nin aktivasyonunu 

bloke eder ve böylece doğal bağışıklık sistemini yavaşlatır (Gouin ve diğerleri 2010; 

Polle ve diğerleri 2014).  

InlJ aynı zamanda bir adezyon molekülü olarak görev yapsa bile hücre içinde 

tespit edilemez ve büyük olasılıkla enfeksiyonun sonraki aşamalarında  (Sabet vd. 

2008), bir başka internalin olan InlH de sitokin IL-6 üretimini en aza indirmek için 

ifade edilir (Personnic ve diğerleri 2010). InlK, Listeria'nın otofajiden kaçmasına 

yardımcı olur (Dortet vd. 2011) (Dhama vd., 2015). Listerial P60 proteini, 

proinflamatuar sitokinlerin salınmasına yol açan NK hücrelerinin aktivasyonu yoluyla 

konakçı bağışıklık mekanizmasını değiştirir (Humann vd., 2007). Flagellin, TLR5 

aracılığıyla proinflamatuar sitokinleri serbest bırakır (Hayashi vd., 2001). LLO, 

vakuollerin yok edilmesindeki ana rolünün yanı sıra, H3'ün defosforilasyonu ve konak 

hücrenin H4 histonlarının deasetilasyonu yoluyla konakçı immün sistem aktivitesini 

azaltmak için de önemlidir (Hamon vd., 2007; Hamon ve Cossart 2011). Salgılanan 

formdaki LLO, mitokondriyal ağın bölünmesine neden olabilir. Listeria ayrıca, 
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konakçı hücreler tarafından üretilen reaktif oksijen türlerine karşı savaşmaya yardımcı 

olan bir süperoksit dismutaz enzimine sahiptir (Stavru vd., 2011).  

Bu mekanizmalar, bakterinin antikor ve komplement gibi çözünür immün 

faktörlere maruz kalmaksızın, hücreden hücreye doğrudan hareket etmesini sağlar 

(Dhama vd., 2015). Oral olarak alınan bakteri, bağırsaklara ulaşmadan önce midenin 

olumsuz koşullarına dayanmak zorundadır. Mide asiditesi kontamine gıdalarla alınan 

Listeria organizmalarının önemli bir kısmını yok edebilir (Vázquez-Boland, vd., 

2001). Konakta bulunduktan sonra, makrofajlar, epitel hücreleri, hepatositler, 

fibroblastlar, endotel ve sinir dokusu hücreleri dahil olmak üzere bir dizi fagositik ve 

fagositik olmayan hücreyi aktif olarak istila ederler (de las Heras vd., 2011). Enfekte 

konakçılarda, bakteriler hem septisemi oluşturmak hem de mezenterik lenf 

düğümlerini istila etmek için Peyer plaklarının bulunduğu bölgedeki bağırsak duvarını 

geçerler. Bağırsak bariyerini geçen Listeria organizmaları, lenf veya kan yoluyla 

mezenterik lenf düğümlerine, dalağa ve karaciğere taşınır (Marco, vd., 1992; Pron, 

vd., 1998). Karaciğerin bağırsak translokasyonundan sonraki ilk hedef organ olduğu 

düşünülmektedir (Rouquette ve Berche, 1996). L. monocytogenes tarafından konakçı 

doku kolonizasyonunun bu ilk adımı hızlıdır (Vázquez-Boland, vd., 2001). Farelerin 

intravenöz yolla deneysel enfeksiyonları, L. monocytogenes’in dalak ve karaciğerde 

yerleşik makrofajlar tarafından kan dolaşımından hızla temizlendiğini göstermiştir 

(Conlan ve North. 1991; Cousens ve Wing, 2000; Mackaness, 1962). Bakteri yükünün 

çoğu (%90), muhtemelen Kupffer hücreleri tarafından yakalanıp karaciğerde birikir. 

Bu yerleşik makrofajlar, bakterilerin çoğunu öldürür. Kupffer hücrelerinin, T 

lenfositlerin antijene bağımlı proliferasyonunu ve sitokinlerin salgılanmasını 

indükleyerek anti-listeryal bağışıklığın gelişimini başlattığına inanılmaktadır (Gregory 

ve Wing, 1990). Bakterilerin tümü doku makrofajları tarafından yok edilmez ve 

hayatta kalan bakteriler fare organlarında 2 ila 5 gün boyunca sayıları artarak 

çoğalmaya başlar (Conlan ve North. 1991; De Chastellier ve Berche. 1994; Fleming 

ve Campbell. 1997; Lepay, vd., 1985). Karaciğerde bakteriyel çoğalmanın başlıca yeri 

hepatositlerdir (Gregory ve Liu. 2000; Gregory, vd., 1992; Conlan ve North, 1992) 

L. monocytogenes feto-plasental engelleri geçme özelliğine sahiptir. Yapılan 

çalışmalarda L. monocytogenes'in plasenta bariyerini hematojen penetrasyon aracılığı 

ile fetüse ulaştığı gösterilmiştir (Abram ve Doric, 1997; Gray ve Killinger, 1966; Gray, 

vd., 1955; Osebold, vd., 1960). Gebelik sırasında hücre aracılı bağışıklığın 
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baskılanmış olması muhtemelen listeriozis gelişimi için önemlidir (Weinberg, vd., 

1984). Rodentlerde yapılan çalışmalarda, gebeliğin bakteriye karşı direnci azalttığı 

(Bortolussi, vd., 1984; Luft, vd., 1982) ve karaciğerdeki birincil enfeksiyonun seyrini 

önemli ölçüde uzattığı saptanmıştır (Abram ve Doric, 1997). 

 Bakterilerin beyne nasıl ulaştığına dair, kesin olmayan bazı bilgiler mevcuttur. 

L. monocytogenes, nöroinvaziv bakteriler arasında, MSS’ni en az üç farklı mekanizma 

ile istila edebilmesi bakımından eşsiz olarak kabul edilir (Drevets vd., 2004). Klasik 

bilgi olarak, bakteri önce ağız mukozasını, mideyi veya eksternal mukozaları istila 

etmektedir. Ardından bakteri trigeminal sinir aracılığı ile sentripedal olarak aksonlar 

ile beyne ulaşmaktadır (Cantile ve Youssef, 2016; Oevermann vd., 2010a). 

İnsanlardaki listeriozisde, bakterinin beyne giriş yolu olarak bazı olgularda, hematojen 

yayılım sırasında endotel hücrelerinin invazyonu gösterilmiştir (Wilson ve Drevets, 

1998). Ayrıca deneysel olarak, kemirgenlerde listeriozis’in beyne kan yoluyla 

ulaşabileceğini ve bunun için bakteriyemi olmasının gerektiği, bakterilerin serbest 

halde veya lökositlere bağlı olarak kan beyin bariyerini aşabilecekleri ifade 

edilmektedir (Berche, 1995; Cantile ve Youssef, 2016; Disson ve Lecuit, 2012).  

2.5. Bulgular 

Hastalığın klinik sonuçları, alınan organizmaların sayısına, suşların patojenik 

özelliklerine ve konağın bağışıklık durumuna bağlıdır. L. monocytogenes 

enfeksiyonunun klinik belirtileri tüm duyarlı konaklarda çok benzerdir (Vázquez-

Boland, vd., 2001). Listeriosis hayvanlarda klinik olarak meningoensefalitis, 

abort/erken doğum ve septisemi olmak üzere üç formda görülür (Şekil 2.2). Hastalığın 

ensefalitik ve genital formları, bireysel veya sürü bazında oluşurlar ve birlikte 

görülmeleri nadirdir, bu nedenle her sendromun muhtemelen ayrı bir patogenezi vardır 

(Cantile ve Youssef, 2016).  

Gebe uterus listerial enfeksiyona karşı oldukça hassastır. Fetal enfeksiyonun 

plasentadan hematojen yol ile oluştuğı kabul edilir ve yaklaşık 5-12 günlük bir kuluçka 

süresine sahiptir. Hem sığırlarda hem de koyunlarda Listeria'nın neden olduğu 

abortlar, gebeliğin son üç ayında meydana gelmektedir. Gebeliğin son trimesterinin 

erken döneminde uterus enfeksiyonu gelişirse fetüs septisemi sonucu ölür. Ölü fetüs 

yaklaşık 5 gün içinde dışarı atılır. Bu zamana kadar oluşan otolitik değişiklikler, küçük 

makroskobik lezyonları maskeler. Fetus, enfeksiyon geliştiğinde doğuma yakınsa, 

anormal doğum başlar. Şiddetli metritis ve septisemi görülen en yaygın 
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komplikasyonlardır. Bu dönemdeki fetüslerdeki ve plasentalardaki lezyonların otolitik 

değişikliklerle gizlenmesi daha az olasıdır. Karaciğerde küçük sarı nekroz odakları ve 

yüzeysel abomasal erozyonlar makroskobik olarak görülebilir. Bakteriler tipik olarak 

bu hepatik nekroz odaklarında bulunur. Genellikle sadece mikroskopik olarak 

görülebilen benzer mikroapse odakları, akciğer, miyokard, böbrek, adrenal bez, dalak 

ve beyinde bulunur. Bu odakların merkezinde az sayıda dejenere nötrofil ve 

mononükleer hücreden oluşan bir nekroz alanı vardır. Fetüs doğuma yakınsa, şiddetli 

diffüz non-purulent beyin-omurilik meningitisi de şekillenebilir (Schlafer ve Foster, 

2016).  

Septisemik (sistemik) listeriosis, aborte fetüslerde ve yenidoğan kuzularda, 1 

haftalık yaşa kadar olan buzağı ve taylarda, diğer hayvanlarda ise birkaç aylıkken 

ortaya çıkar ve multisistemik bakteriyel kolonizasyon ile multifokal multisistemik 

koagülatif nekroz veya mikroapse oluşum alanları ile karakterizedir.  Nekrotik alanlar 

veya mikroapseler milier dağılım gösterir ve karaciğerde çok sayıdadır. Ancak kalpte 

ve diğer iç organlarda, nötrofillerin ve daha az makrofaj infiltrasyonunun olduğu doku 

litik nekrozu ile karakterize çok daha az sayıda milier mikroapseler görülür. 

Yenidoğanlar genellikle uterusta enfekte olurlar (Cantile ve Youssef, 2016).  

Listerial ensefalit, neredeyse yalnızca yetişkin ruminantlarda görülür (Cantile ve 

Youssef, 2016). Ensefalitik form, hayvanın bir yönde daireler çizerek hareket etmesi 

nedeniyle "dönme hastalığı" olarak bilinir (OIE, 2018). Meningoensefalitik 

listeriozisde oluşan klinik belirtiler, beyin kökündeki lezyonlara ilişkindir. Hastalığın 

şiddetine ve yerleşimine göre klinik belirtiler değişiklik gösterir; donukluk, tortikollis, 

koordinasyon bozukluğu, daire içinde yürüme, başın duvar veya kapı gibi sağlam bir 

cisim elde edene kadar öne doğru itilmesi ve tek taraflı fasiyal paraliz (tükürük salgısı, 

göz kapağı ve kulakta sarkmalara neden olan) görülür (Scott, 2013). Medulla ve 

ponstaki yangıdan dolayı, kranial sinir disfonksiyon belirtileri oluşur. Genellikle 

belirtilerden birkaç gün sonra solunum yetmezliği nedeniyle 2-3 gün içinde ölüm 

şekillenir (Cantile ve Youssef, 2016; Dhama vd., 2015; OIE, 2018). 

Genellikle makroskobik lezyon görülmez, fakat birkaç lezyon bildirilmiştir. 

Bunlar; leptomeningeal opasite, diamaterde V-VIII. sinir bölgesinde sert kahve 

odaklar, hemoraji, terminal beyin kökünde nekroz, BOS’un bulanıklaşmasıdır (Cantile 

ve Youssef, 2016).  

Listeria belirgin olarak beyin köküne affinite gösterip, en şiddetli lezyonlar 
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medulla ve ponsta daha az olarak rostral olarak talamus, kaudal olarak spinal kordun 

servikal bölgesinde görülmektedir. Mikroskobik olarak, pons ve medulla merkezli gri 

ve beyaz maddede meningoensefalitis karakteristiktir. Ancak lezyonlar 

diansefalondan, kaudal medulla veya kranial servikal spinal korda kadar yayılabilir. 

Küçük, erken lezyonlar, mikroglial hücrelerin serbest kümelenmeleridir. Zamanla bu 

lezyonlar genişler ve çok sayıda nötrofili içerir. Daha sonra nötrofiller baskın hale 

gelip mikroapseleri oluşturur. Fakat bazı odaklarda makrofajlar öncelikli hücre tipi 

olabilir. Karakteristik lezyon parankimde bulunan mikroapselerdir. Bunun dışında 

aralarında az sayıda nötrofil lökositin olduğu yoğun perivasküler mononüklear hücre 

infiltrasyonları ve fokal gliozis hastalığın tipik bulguları sayılabilir. Lezyonlarda çok 

sayıda Gram pozitif etkenleri, görmek mümkün olabilir. Leptomeningitis her olguda 

rastlanır ve genellikle de şiddetlidir. Trigeminal sinir ve gangliyonu içeren kranial 

gangliyonöritis de sıklıkla bulunur. Mikroapseler birleşerek beyin dokusunda 

yumuşama ve zaman zaman malasiye neden olabilmektedir (Cantile ve Youssef, 2016; 

Dreyer vd., 2015; Krueger vd., 1995; Oevermann vd., 2008). Oevermann vd. (2010), 

bu mikroapseleri yapısına göre sınıflandırmışlardır. Nötrofillerin daha baskın olduğu 

mikroapseler akut ve tip 1 olarak, makrofajların baskın olduğu bazen çok çekirdekli 

dev hücrelerinin olduğu lezyonlar ise kronik ve tip 2 mikroapseler olarak 

tanımlanmıştır. Ancak, çoğu olguda lezyonların her iki tipin karışımından ibaret 

olmaları nedeni ile bu yapıdaki lezyonlar subakut olarak değerlendirilmiştir. 

 



17 
 

 

Şekil 2.2. Hayvanlarda ve insanlarda listeriyozun bulaşması ve klinik bulguları (Dhama, vd., 2015). 

Perinatal septisemi ve yenidoğan koyun ve keçilerde, sütten kesilmiş koyunlarda 

gastroenteritis, spinal miyelitis (ateş, arka bacak güçsüzlüğüne ve felce doğru 

ilerlemesi ile birlikte ataksi), oftalmitis ve bazen nadir de olsa mastitis de meydana 

gelmektedir (Dhama vd., 2015; OIE, 2018; Otter vd., 2004; Winter vd., 2004). 

Mastitis, memenin sadece dörtte birini etkileyen nadir bir listeriozis belirtisidir ve 

antibiyotiklere yanıt vermez (Rawool vd., 2007). Sığırlarda tek taraflı üveitis ve 

keratokonjunktivitis de bildirilmiştir (Staric, vd., 2008).  

Listeria monocytogenes, az sayıdaki insanda ve sırtında birden fazla nodülü olan 

bir köpekte pyodermanın nedeni olarak gösterilmiştir (Loncarevic, vd.,1999; Cantile 

ve Youssef, 2016). Bufalolar ayrıca genital sistem enfeksiyonlarının yaygın olduğu 

listeriozise de duyarlıdırlar. Listeriyozun serebral formunun develerde de görüldüğü 

bildirilmektedir (Al-Swailem, vd., 2010). 

Bazen septisemik hastalık formu atlarda ve domuzlarda da görülürken, 

domuzlarda ensefalitik form hakkında raporlar mevcuttur. Listeriozis salgınları 

kanatlılarda sporadik olarak nadiren bildirilir ve bazen de genç civcivlerde gözlenir.  

Kuşlar hastalığın subklinik taşıyıcıları olmakla beraber, oluştuğunda genellikle 

septisemi veya lokalize ensefalitis ile seyreder. L. monocytogenes evcil hayvanlarda 

ve kuşlar dışında kemirgenleri ve vahşi hayvanları da etkilemektedir (OIE, 2018). 
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2.6. Listerial Ensefalitis (Rombensefalitis) ve Hücresel Bağışıklık Yanıt 

Merkezi sinir sistemine ulaşan bakteriler arasında L.monocytogenes, insan ve 

ruminantlarda en ölümcül olanlardan birisidir (Disson ve Lecuit, 2012). Yapılan son 

deneysel çalışmalarda L. monocytogenes’in mikroglialar yanında direkt olarak 

nöronları ve koroid pleksus epitel hücrelerini de enfekte ettiği gösterilmiştir. Aksonal 

hasar ve nöronal ölüm, özellikle listeriolizin ve lipazların etkisi ile muhtemelen yangı 

sürecine katkıda bulunur (Cantile ve Youssef, 2016).  

Doku hasarı mekanizması tam olarak açıklanamamıştır. Ancak nöron ve 

aksondaki hasar, muhtemelen yangıya ilişkin sekonder olarak şekillenir. Hücresel 

yanıt ve beyin hasarının şiddeti arasında bağlantı olabileceği bildirilmektedir (Cantile 

ve Youssef, 2016). Fare modellerinde yapılan son araştırmalar, hastalığın geç 

safhalarında T lenfosit cevabının önemli olduğunu göstermektedir. Deneysel 

enfeksiyondan önce yapılan immunizasyon, CD4+ ve CD8+ T- lenfosit yanıtını arttırır 

ve iyi bir bağışıklık sağlar. Farelerde yapılan diğer araştırmalarda ölümle sonuçlanan 

enfeksiyonda TNF-α (Tumor Nekrosis Faktor) ve IL-10 üretiminin arttığı 

gösterilmiştir. TNF-α beyin hasarına (apoptotik hücre ölümü) ve MSS’nin immun 

cevabının artmasına neden olurken, IL-10 ise, immünolojik reaksiyonlar üzerinde 

baskılayıcı bir etkiye sahiptir (Qiu vd., 2018).  

Listeriozisde bakterilere karşı konakçıda oluşan hücresel ve humoral bağışıklık 

yanıtına ilişkin çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Buna rağmen L.monocytogenes’in 

MSS'ni nasıl istila ettiği ve bunun sonucunda ortaya çıkan bağışıklık tepkilerinin etkisi 

tam olarak anlaşılamamıştır.  Enfekte mikroglial hücreler, enfeksiyon bölgesine TNF-

α ve MCP-1 gibi inflamatuar sitokinler salgılar. Mikroglia tarafından sitokin 

üretiminin sonuçları ve enfeksiyonun mikroglial hücreler üzerindeki etkisi 

bilinmemektedir (Maudet, vd., 2021). Karaciğerde, Kupffer hücreleri olarak bilinen 

yerleşik makrofajlar, etkeni aktif olarak fagosite edip, hızla ölümlerine yol açarak 

yangısal monositlerin enfeksiyona katılmalarını tetikler. Karaciğerin listerial 

enfeksiyonu ilk önce bir M1 (klasik olarak aktive olmuş makrofaj) proinflamatuar 

yanıt tarafından kontrol edilir, ardından infiltre monositlerin M2 (alternatif yolla aktive 

olmuş makrofaj) polarizasyonu şekillenerek, bu hücrelerin proliferasyonlarına ve 

makrofajlara farklılaşmasına izin verir (Blériot, vd., 2015). Nörolisteriozis sırasında 

MSS'nde benzer bir sürecin gerçekleşip gerçekleşmediği araştırılmaya devam 

etmektedir. MSS'ndeki proinflamatuar sinyal, zararlı olabilir ve uzun vadeli nöronal 
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hasarlara neden olabilir (Forrester, vd., 2018). Bununla birlikte mikroglial hücrelerin 

yenilenmesi, MSS'nde immün fonksiyonların değişmesine yol açabilir (Bennett ve 

Bennett, 2020). Referans laboratuvar suşlarının nöroinvaziv yeteneğinin zayıf olması 

nedeniyle, şimdiye kadar ayrıntılı mekanik in vivo çalışmalar yapılamamıştır (Maury, 

vd., 2016).  

2.7. Listerial Enfeksiyona Karşı Konakçı Hücre Yanıtı 

Farelerde deneysel L. monocytogenes enfeksiyonuna karşı doğal ve kazanılmış 

bağışıklık tepkilerininin incelenmesi, bu hastalıkta bağışıklık sisteminin nasıl 

çalıştığına dair önemli kazanımlar elde edilmiştir. Murin listeriosis, konakçı ve patojen 

arasındaki bir dizi karmaşık etkileşimi barındırmaktadır ve birkaç anahtar nedenden 

dolayı ilgi çekici bir enfeksiyon modeli olarak hizmet etmektedir. Bunlardan ilki 

enfeksiyonun tekrarlanabilir olmasıdır. Bununla birlikte, konaktaki bakteri yükleri 

kolayca sayılabilir özelliktedir. Bir diğer neden ise öldürücü olmayan dozlarda L. 

monocytogenes’in, güçlü bir bağışıklık tepkisine neden olmasıdır. L. monocytogenes, 

bireysel virülans faktörlerinin silinmesine veya farklı antijenleri ifade eden genlerin 

eklenmesine izin vermesinden dolayı genetik olarak da izlenebilir özelliğe sahiptir 

(Zenewicz ve Shen, 2007). 

 Doğal Bağışıklık Yanıtı 

Doğal bağışıklık yanıtları, L. monocytogenes enfeksiyonunun erken kontrolü 

için gereklidir. Bu yanıtlar, bakterinin çoğalması ve yayılmasını kontrol etmede 

önemli bir rol oynayarak, sistemik, ölümcül enfeksiyona dönüşmesini önler (Zenewicz 

ve Shen, 2007). 

 Fagositik Hücreler 

Nötrofiller, bu enfeksiyonda antimikrobiyal aktiviteleri aracılığı ile bakteriyel 

gelişmenin ilk kontrolü için önemli hücrelerdir (Czuprynski vd., 1994; Rogers & 

Unanue, 1993). Listerial bakterileri yutarak öldürebilir ve ardından reaktif nitrojen ve 

oksijen ara ürünleri üretebilirler (Segal, 2005). Ayrıca bakterileri tuzağa düşüren ve 

öldüren granül türevi proteinler ve kromatinden oluşan hücre dışı tuzakları (NET'ler 

olarak adlandırılır) serbest bırakarak hücre dışı bakterileri de öldürebilirler 

(Brinkmann vd., 2004). Nötrofiller, sitokin IL-6 ve diğer faktörler tarafından hızlı bir 

şekilde enfeksiyöz odaklarına alınır ve ardından makrofajlara enfeksiyon bölgesine 

giden trafiğe sinyal gönderen CSF-1 (The colony stimulating factor 1) ve MCP-1 gibi 
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kemokinler salgılarlar (Guleria & Pollard, 2001; Mandel & Cheers, 1980). 

Makrofajlar, L. monocytogenes enfeksiyonu sırasında doğal bağışıklığın odak 

noktası olmuştur. Çünkü bakteri replikasyonu başlıca makrofajlarda meydana gelmesi 

yanında, bakterilerin temizlenmesine aracılık etmede de önemli hücrelerden birisidir. 

Yerleşik makrofajlar, özellikle karaciğerdeki Kupffer hücreleri, dokudaki bakterilerin 

çoğunun öldürülmesinden ilk sorumlu hücrelerdir (Zenewicz ve Shen, 2007). 

Makrofajlar enfeksiyona yanıt olarak TNFα ve IL-12 salgılar (Havell, 1987; Tripp vd., 

1993; Hsieh). Bu iki sitokin, doğal katil (NK) hücrelerini IFNγ üretmeye yönlendirir, 

bu da makrofajların aktivasyonuna yol açar ve bakterisidal aktivitelerini arttırır. 

Nötrofillerde olduğu gibi, L. monocytogenes'in makrofaj aracılı öldürülmesi için 

reaktif oksijen ve nitrojen ara ürünlerinin oluşturulması önemlidir (Zenewicz ve Shen, 

2007). 

 Yangısal sitokinler 

IFNγ (tip II interferon), birincil L. monocytogenes enfeksiyonunu kontrol etmek 

için olasılıkla en önemli sitokindir ve NK hücreler ile γδ T hücreler (gama/delta T 

hücre reseptörlerini taşıyan T hücreleri) IFNγ'nin önemli erken kaynaklarıdır 

(Hiromatsu vd., 1992; Tripp vd., 1993). IFNγ indüksiyonuna ek olarak, L. 

monocytogenes'in tip I interferonları da indüklediği uzun zamandır bilinmektedir 

(Havell, 1986; Nakane & Minagawa, 1984). Tip I interferonların indüksiyonu, 

bağışıklık sisteminin birçok viral patojeni temizlemesi için gereklidir. L. 

monocytogenes tarafından tip I interferonların indüksiyonu, aksine bakteriler için 

faydalıdır. Bazı araştırıcılar (Carrero vd., 2006; Zenewicz ve Shen, 2007), tip I 

interferonların L. monocytogenes enfeksiyonu sırasında erken dönemde T hücresi 

apoptozunu indüklediğini ve bunun sonucunda fagositik hücreler tarafından daha fazla 

IL-10 salgılanmasına neden olarak doğuştan gelen immün yanıtı azalttığını 

göstermişlerdir. 

 Toll-benzeri reseptör tanıma 

Fareler tarafından ifade edilen 11 farklı Toll benzeri reseptör (TLR) için birçok 

farklı bakteriyel, viral ve protozoondan türetilmiş ligandın yanı sıra sentetik ligandlar 

da tanımlanmıştır. TLR'ler, makrofajlar dahil birçok farklı immün hücre alt grubu 

tarafından esksprese edilir. Patojen kaynaklı ürünlerin TLR tarafından tanınması, bu 

hücrelerin aktivasyonuna yol açar ve bu da farklı yangısal sitokinlerin ekspresyonunun 
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artmasına neden olur. L. monocytogenes, makrofajları aktive edebilen peptidoglikan, 

flagellin ve bakteriyel DNA dahil sayısız TLR ligand ekspresyonuna sahiptir. L. 

monocytogenes tanıma için en önemli TLR, TLR2 olarak görünmektedir. TLR 

ligandının uygun reseptörüne bağlanması, farklı sitokin ve antijen sunumuyla ilgili 

genlerin ekspresyonuyla sonuçlanır ve bu da transkripsiyon faktörü NF-ҡB'nin 

aktivasyonuna giden bir sinyalleme kaskadını başlatır (Zenewicz ve Shen, 2007). 

 Hücre içi immünitenin L. monocytogenes'i tanıması 

Son zamanlarda, enfekte olmuş hücrenin kendi içindeki enfeksiyonu tespit 

etmek için bazı mekanizmalara sahip olduğu ortaya çıkmıştır. Fagozomdan kaçabilen 

canlı bakteriler, ısıyla öldürülen veya kaçan bakterilere göre bağışıklık tepkisinin daha 

iyi uyarıcılarıdır. Canlı L. monocytogenes ile in vitro enfekte olmuş dendritik hücreler 

(DCler), T hücresi aktivasyonu için daha fazla yüzey ortak-uyarıcı molekülü ifade eder 

ve ısı ile öldürülmüş bakterilerle uyarılan DC'lerden daha fazla miktarda 

proinflamatuar sitokin salgılar (Brzoza vd., 2004). Makrofajlarda, fagozomdan 

kaçabilen bakterilerin enfeksiyondan birkaç saat sonra, benzersiz bir gen ekspresyon 

modeli oluşturmasında da benzer bir fenomen gözlemlenmiştir (McCaffrey vd., 2004; 

Zenewicz ve Shen, 2007). 

Hücresel sistemin, sitozolik bakterileri tanıdığı ve böylece hücre içi tepkileri 

başlattığı düşünülen birkaç anahtar molekül tanımlanmıştır. Sitosolik proteinlerin 

NLR (nod-like reseptör) ailesi, yaklaşık 20 üye içerir. Bunlardan ikisi, nükleotid 

bağlayıcı oligomerizasyon domain (NOD) proteinleri (NACHT- ve LRR-) ve pirin 

alan içeren proteinleridir (NALP'ler) (Ting & Davis, 2005). Sitosolik mikrobiyal 

ürünlerin tanınması, TLR sinyallemesinden farklı sinyal kademelerini başlatır ve farklı 

bağışıklık tepkileri ile sonuçlanır. En iyi çalışılmış NLR ailesi üyeleri, sırasıyla Crohn 

hastalığı ve Muckle-Wells sendromunda yangısal bozukluklar ile ilişkileri nedeniyle 

NOD2 ve NALP3'tür. Hem NOD2 hem de NALP3, hücre içi L.monocytogenes’in 

tanınmasında rol oynar. Cryopyrin olarak da bilinen NALP3, doğal ve kazanılmış 

immün yanıtların aktivasyonu için önemli olan olgun IL-1β ve IL-18'in işlenmesine ve 

salgılanmasına yol açan kaspaz-1'i aktive eden hücre içi yangısal kompleksin bir 

bileşenidir (Mariathasan vd., 2006). 
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 Otofaji 

Hücre içi bakteriler hücre tarafından tanındığında, patojenleri yok etmeye 

çalışabilir. Bu, otofaji süreciyle de başarılabilir (Xu ve Eissa, 2010). Otofaji ilk olarak, 

hücrelerin kendi hücre içi organellerini ve sitoplazmik içeriklerini geri 

dönüştürmelerinin bir yolu olarak keşfedilmiştir. Daha sonra bu fenomen, invazif grup 

A Streptococcus ve Mycobacterium tuberculosis dahil hücre içi patojenler için iyi 

tanımlanmıştır (Gutierrez vd., 2004; Nakagawa vd., 2004). Otofagolizozomlarda 

birçok hücre içi bakteri bulunabilir. Hücre içi L. monocytogenes otofagositozlanabilir, 

ancak bu sadece makrofajlar kloramfenikol ile ilk tedavi edildiğinde gözlenmiştir 

(Rich vd., 2003). Muhtemelen, L. monocytogenes'in otofagositozu, hücre içi 

hareketliliği ve LLO'nun salgılanması bakteri çevresinde zar oluşumunu 

engelleyebildiğinden, diğer bakteriyel patojenlere kıyasla nadir bir olay olabilir 

(Zenewicz ve Shen, 2007). 

 Kazanılmış bağışıklık yanıtları 

L. monocytogenes'e özgü kazanılmış bağışıklık yanıt, doğal bağışıklık yanıtları 

takip etmektedir ve DC'ler, doğal ve kazanılmış bağışıklık arasındaki bağlantıyı 

sağlayan önemli bileşenlerden birisidir (Takeda ve Akira, 2005). Patojenden 

kaynaklanan ürünlerin TLR'ler tarafından özel olarak tanınması, DC'nin 

aktivasyonuna yol açan bir sinyal kaskadı başlatmaktadır. Bu aktivasyon, T hücreleri 

uyaran moleküllerin ve sitokinlerin daha fazla ifade edilmelerine yol açar (Jung vd., 

2002). Bakterinin hücre içine girişiyle birlikte, CD4+ ve CD8+ T hücre yanıtı, 

kazanılmış immün yanıtın büyük çoğunluğunu oluşturur. B hücreleri, düzenleyici T 

hücreleri ve klasik olmayan MHC T hücreleri de CD4+ ve CD8+ T hücre yanıtlarını 

etkileyerek bu yanıta katkıda bulunur (Zenewicz ve Shen, 2007). 

 CD4+ ve CD8+ T hücre yanıtları 

Doğal bağışıklık hücreleri L. monocytogenes enfeksiyonunun ilk kontrolü için 

önemli olmasına rağmen, bakterilerin tam temizliği için T hücrelerine ihtiyaç vardır. 

CD4+ ve CD8+ T hücreleri sterilize edici bağışıklık kazandırmak için önemlidir 

(Bancroft vd., 1991; Bhardwaj vd., 1998).  

Bağışıklık sistemi tarafından enfeksiyonun tanınması, patojenleri ortadan 

kaldırmanın ilk ve en önemli adımıdır. L. monocytogenes gibi hücre içi bir bakteriyel 

patojen için, enfekte olmuş hücrelerin tanınması, enfeksiyonun kontrol edilmesi 
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açısından oldukça kritiktir. L. monocytogenes antijeni, enfekte olan hücre tipine bağlı 

olarak çeşitli şekillerde T hücrelerine sunulabilir. L. mononcytogenes hemen hemen 

her hücre tipinin sitozolünde olduğunda, salgıladığı proteinler konakçı proteazom 

tarafından bozulmaya maruz kalır. Bozulan bu peptitler daha sonra endoplazmik 

retikuluma taşınır, MHC sınıf I molekülleri üzerine yüklenir ve hücre yüzeyinde CD8+ 

T hücrelerine sunulur. Profesyonel antijen sunan hücreler, MHC sınıf II yolu üzerinden 

CD4+ T hücrelerine lizozomlarda yok edilen bakterilerden antijen sunabilir. Bu 

nedenle, L. monocytogenes antijenlerinin T hücrelerine sunulması, enfekte olan 

hücrenin tipine ve ayrıca antijenin bölümlendirilmesine bağlıdır (Zenewicz ve Shen, 

2007). 

Yaygın görüş, CD8+ T hücrelerinin iki sinerjistik mekanizma yoluyla anti-

listerial bağışıklığa aracılık ettiği yönündedir: (1) hücre içi bakterileri açığa çıkarmak 

için, enfekte olmuş hedef hücreleri perforin ve granzimler yoluyla parçalamak, böylece 

aktive makrofajlar tarafından öldürülmelerini sağlamak ve (2) makrofajları aktive 

etmek için IFNγ salgılamak (Harty ve Badovinac, 2002). L. monocytogenes 

enfeksiyonunun kontrol edilmesinde CD4+ T hücrelerinin rolü, CD8+ T 

hücrelerininkinden daha az anlaşılmıştır. L. monocytogenes, güçlü bir Th1 yanıtı 

indükler ve CD8+ T hücreleri gibi, L. monocytogenes spesifik CD4+ T hücreleri de 

makrofaj aktivasyonuna yardımcı olabilen IFNγ salgılarlar (Daugelat vd., 1994; 

Zenewicz ve Shen, 2007). 

 B hücre yanıtı 

Bakterilerin önemli bir kısmı enfeksiyon sırasında hücre içi kaldığından ve hücre 

dışı ortama çıkmaksızın hücre içi yayılma gösterdiğinden, B hücreleri ve antikor 

yanıtın L. monocytogenes enfeksiyonunu kontrol etmede sınırlı bir etkisi olduğu ifade 

edilmektedir (Zenewicz ve Shen, 2007). Hastalığın kendisi çok yüksek oranlarda 

antikor titreleri oluşturmamakla beraber, bakterinin por oluşturan virulens faktörü 

LLO’ya karşı elde edilen monoklonal bir antikorun, LLO’yu hücre içi nötralize ederek 

ve fagozomdan bakteriyel kaçışı engelleyerek, koruma sağlayabileceği 

bildirilmektedir (Edelson ve Unanue, 2001). Son olarak, B hücrelerinin, L. 

monocytogenes enfeksiyonu sırasında oluşturulan bellek CD8+ T hücrelerinin 

korunmasında önemli olduğu gösterilmiştir (Shen vd., 2003). Dolayısı ile B hücreleri 

ve antikorlar bu enfeksiyonda minör bir role sahip olmakla beraber, bu etkileri önemli 

görülmektedir. 
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 Epitel Hücre İnvazyonu ile İlişkili Sinyal İletim Yolları 

Normalde fagositik olmayan hücrelere giriş sırasında Listeria organizmaları 

tarafından tetiklenen sinyal olayları hakkında çok az şey bilinmektedir. İnternalin B 

aracılı L. monocytogenes alımının PI3K aktivasyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

Bununla birlikte, PI3K tarafından katalize edilen reaksiyon ürünleri olan fosfoinositid-

fosfatlar, aktin hücre iskeletine doğrudan müdahale edebilir ve böylece hücre iskeleti 

dinamiklerini etkileyebilir (Ireton vd., 1996; Ireton vd., 1999). Buna ek olarak, 

lökotrienlerin epitel hücrelerinin istilası sırasında L. monocytogenes sinyallemesinde 

de rol oynadığı düşünülmektedir. MEK-1/ERK-2 aktivasyonu, konak epitel 

hücrelerine L. monocytogenes girişine yol açan sinyal iletim sisteminin bir bileşimini 

oluşturabilir (Vázquez-Boland vd., 2001). 

 Makrofajlarda NF-kB'nin Aktivasyonu ve Konak Gen İfadesinin 

Modülasyonu 

İmmünolojik açıdan önemli birçok genin ekspresyonunun düzenlenmesinde rol 

alan NF-kB, tüm hücre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktörüdür. Listeria 

monocytogenes enfeksiyonu, makrofajlarda transkripsiyon faktörü NF-kB'yi artırır. L. 

monocytogenes'in sitoplazmaya çıkması, kalıcı NF-kB aktivasyonunu indüklemek için 

PrfA-bağımlı proteinlerde bir önkoşuldur. L. monocytogenes ile enfekte makrofajlarda 

kalıcı NF-kB aktivitesi muhtemelen fagozomdan kaçış sırasında ya da hücre içi 

kopyalanan bakteriler tarafından indüklenen bir sinyale dayanır. Yüksek seviyede 

kalıcı NF-kB aktivasyonuna yol açan mekanizma açıkça ActA, PC-PLC ve PI-PLC'ye 

bağlıdır. Bununla birlikte, kalıcı NF-kB aktivasyonu, memeli hücresinde ifade edilen 

bakteriyel virülans gen ürünleri yoluyla modüle ediliyor olduğu kabul edilmektedir 

(Hauf vd., 1997).  

 Endotel Hücrelerinin Enfeksiyonu Sırasında Konakçı Yanıtları 

Listeria monocytogenes'in internalinleri (InlA ve InlB), beyni istila etmeyi 

kolaylaştırmak için hücresel reseptörleri E-kaderin ve mezenkimal-epitel geçişi 

(MET) ile etkileşime girer. L. monocytogenes türleri, endotelyal hücrelerde NF-κB'yi 

aktive ederek P- ve E-selektin, hücreler arası adezyon molekülü 1 (ICAM-1), Vasküler 

hücre adezyon proteini 1 (VCAM-1), IL-6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 

(MCP-1) ekspresyonunu teşvik eder. Bakteri tüm bu moleküllerin yardımıyla kan-

beyin bariyerini geçebilir (Al-Obaidi ve Desa, 2018). 
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2.8. Doğal bağışıklıkta tanıma molekülleri (Alarminler) 

Ruminantlarda listeriozisde beyinde şekillenen bağışıklık yanıtında rol alan 

hücreler (Di Palma vd., 2012; Krueger vd., 1995) ile bazı sitokinlerin (Abdlla vd., 

2015) belirlenmesine ilişkin detaylı çalışmalar mevcuttur. Bununla birlikte immun 

sistem için erken uyarı sinyalleri olarak etki eden ve temelde endojen olarak bulunan 

alarmin denen bazı moleküllerle ilgili çalışmalara veteriner hekimlik alanında pek 

rastlanmamaktadır. Alarminler aslında hücre ölümü, doku hasarı ya da mikrobiyal 

saldırı gibi tehlike durumlarında açığa çıkan, endojen DAMP (Damage-associated 

molecular patterns-hasar ilişkili moleküler yapılar) molekülleridir ve tehlike 

durumlarında immun sistemi uyarıcı etki yaparlar (Matzinger, 1994; Nie vd., 2016). 

DAMP molekülleri başlıca lökositlerin (özellikle de antijen sunan hücrelerin) 

aktivasyonunu ve göçlerini sağlayarak immun sistemi uyarmak üzere kemotaktik ve 

PRR (Pattern recognition receptors; kalıp tanıma reseptörleri=Toll benzeri reseptör ve 

Retinoik asit-indüklenebilir gen 1 benzeri reseptör= RIG-I benzeri reseptörler= RLR 

gibi)’ni duyarlı hale getirirler. Alarminler koruyucu amaçlı, konakçı yanıtına katkı 

yapan immunostimulatör DAMP’lar olarak kabul edilirler, fakat tüm DAMP’ların 

immunostimulatör özelliği yoktur. Bazen de DAMP’lar sitokin gibi hücreler arasında 

uyarı işlevine sahip olduklarından ve sitokin fırtınası denen tarzda aşırı immun yanıt 

oluştuğunda konakçı için tehlikeli olarak kabul edilirler. DAMP ve alarmin ifadeleri 

literatürde bazen birbiri yerine kullanılan iki terim olarak karşımıza çıkmaktadır (Nie 

vd., 2016; Oppenheim ve Yang, 2005; Yang vd., 2009).  

Şimdiye kadar belirlenen alarminler birkaç kategoride sınıflandırılmıştır (Nie 

vd., 2016): 

Tablo 2.1. İyi tanımlanmış alarminler, reseptörleri ve biyolojik rolleri (Nie vd., 2016) 

Alarmin Reseptör Biyolojik aktivite ve 
fonksiyon 

AMP (anti-mikrobiyal 
peptidler) 

 Antimikrobiyal etki 

Defensin (, , ) CCR2, CCR6, TLR4 Lökosit çıkışı 
Katelisidinler (LL-37 ve 
CRAMP 

FPRL1/FPR2, TLR7, 8, 9 Sitokin oluşumu 

EDN ve diğerleri TLR2 APC/DC aktivasyonu, immun 
yanıt uyarımı ve yangı 

DNA bağlayan proteinler  Gen ekspresyonunun 
düzenlenmesi 

HMGN1 TLR4 Lökosit çıkışı 
HMGB1 CXCR4 ve RAGE Sitokin salınımı 
IL-1 TLR2, 4, 7, 8, 9, CD24 APC/DC aktivasyonu 
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IL-33 IL-1R ve ST2 İmmun yanıtın uyarımı ve 
yangı 

HSP (Isı şok proteinler)  Protein korunması 
HSP70, 90, 96 CD14, CD40, CD91, TLR2, 4 

süpürücü reseptörler (SRA1) 
APC/DC aktivasyonu, Treg 
hücre polarizasyonu, yangı 

İyon bağlayan proteinler  Lökosit çıkışı 
Laktoferrin RAGE, TLR2, 4 Sitokin oluşumu 
S100A8 ve S100A9 RAGE, TLR4 APC/DC aktivasyonu, immun 

yanıtın uyarımı, yangı 
Diğerleri  Lökosit çıkışı 
ATP ve diğer P2Y2, 6, 12, P2X7 Sitokin oluşumu, APC/DC 

aktivasyonu, yangı 
CCR=CC kemokin reseptör, TLR=Toll-benzeri reseptör, LL-37=lösin-lösin-37(katelisidin ilişkili 
antimikrobiyal peptit), CRAMP=Kathelin ilişkili antimikrobiyal peptit, FPRL=formil peptit reseptör 
benzeri, EDN=eosinofil kaynaklı nörotoksin, HMGB1=high mobility group box 1 protein, 
HMGN1=Yüksel mobilite grup nucleosom bağlı alan 1 protein, IL=interlökin, CXCR=CXC kemokin 
reseptör, RAGE=gelişmiş glikasyon son ürünleri için reseptör, ST2=IL-33 reseptörü, HSP=ısı şok 
protein, APC=antijen sunan hücreler, DC=dendritik hücre. 

2.9. HMGB1 (High Mobility Group Box-1) 

Alarmin aktivitesine sahip doğal bağışıklıkla ilgili antimikrobiyal peptit ve 

proteinler arasında defensinler, cathelicidin, EDN yanında HMGB1 en iyi 

tanımlanmış, yapısal olarak farklı moleküllerdir ve fonksiyonları iyi bilinmektedir 

(Oppenheim ve Yang, 2005; Nie vd., 2016). Adı geçen DAMP’lar içerisinde non-

histone nüklear bir protein olan HMGB1 bunların prototipi olarak kabul edilir ve en 

çok çalışılan high-mobility group (HMG) proteinlerdendir (Andersson vd., 2014; 

Pisetsky, 2011; Yanai vd., 2013). HMG proteinlerin temel görevleri nukleozomlara 

bağlanarak kromozom yapısını ve gen transkripsiyonunu düzenlemektir (D. Yang vd., 

2010). HMG proteinler’ler 30 yıl kadar önce ilk kez belirlenmiştir ve HMGA 

(HMGA1a, 1b, 1c ve 2), HMGB (HMGB1-4) ve HMGN (HMGN1, 2, 3, 4 ve NBD-

45) ailesi olarak sınıflandırılırlar (Bianchi ve Agresti, 2005; Graham H. Goodwin vd., 

1973; Hock vd., 2007). HMG proteinler hemen hemen tüm embriyonik dokularda 

mevcutturlar ve gelişimle birlikte bazılarının (HMGA1, HMGB2, HMGB3 ve 

HMGN1 ve HMGN2) ekspresyonları kaybolur (Hock vd., 2007). Embriyonik gelişme 

ve hücre farklılaşmasında anahtar rol oynar (Muller vd., 2004). 

HMGB1, A ve B kutuları olarak adlandırılan iki katlanmış sarmal DNA bağlama 

motifi ve bir dizi glutamik ve aspartik asit içeren asidik bir kuyruk içerir. HMGB1, 

sırasıyla A kutusunda (aa 28–44) ve B kutusunda (aa 179–185) bulunan iki NLS 

(Nükleer yerleşme bölgesi)'ye sahiptir. NLS1'de dört adet korunmuş lizin kalıntısı 

varken, NLS2'de bu sayı beştir (Şekil 2.3). Asetilasyon modifikasyonuna duyarlıdırlar, 

bu da nükleer dışlama ve ardından HMGB1’in serbest kalması(Şekil 2.3-A) ile 
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sonuçlanır. İki yakın simetrik boxA alanı, DNA'yı bükmek için işbirliği yapar (Şekil 

2.3-B)(Sanchez-Giraldo vd., 2015; Ugrinova ve Pasheva, 2017). 

 

Şekil 2.3. HMGB1 protein yapısının şeması (Ugrinova ve Pasheva, 2017). 

HMGB1 hem hasarlı nekrotik dokularda hem de aktive olmuş monosit/makrofaj, 

dendritik hücreler ve doğal katil (NK) hücrelerden salınabilir. HMG proteinlerin 

salınımı PAMP’lar (pathogen-associated molecular patterns, örneğin Toll-like 

reseptörler), bakteriler, iskemi/reperfüzyon’un yol açtığı hipoksi veya proinflamatuvar 

sitokinlerce başlatılabilir (Yanai vd., 2013; D. Yang vd., 2010). Önceleri HMGB1, 

non-infeksiyöz veya steril yangısal olaylarda, immun sistemin uyarılmasında görev 

alan bir DAMP olarak kabul edilirdi. Bununla birlikte son zamanalarda infeksiyöz ve 

steril yangıların birleşim noktasında HMGB1’in biyokimyası, moleküler biyolojisi ve 

immünolojisi konularındaki önemi vurgulanmakta ve yangıya ilişkin gelecekte tedavi 

amaçlı ilaç geliştirilmesindeki potansiyeli ortaya konulmaktadır (Andersson vd., 

2014). Ekstrasellüler HMGB1’in steril ve enfeksiyöz hasarda yangıya neden olduğu 

ve hastalık patogenezisinde önemli katkıları olduğu bildirilmiştir (Lu vd., 2014; D. 

Yang vd., 2010).  

HMGB1 (sinir sistemi konseptinde kullanılan diğer isimleri ile p30, heparin 

bağlayan protein, amphoterin veya sulfoglukoronil karbonhidrat bağlayan protein–

SBP-1) nüklear bir komponenttir ve nukleusta B tip DNA’nın minör yarığına 
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bağlanarak, bazı steroid hormon reseptörleri, p53, NF-ҡB, protein veya TBP içeren 

homebox’ların transkripsiyonel aktivasyonlarını düzenler. Bunun dışında HMGB1’in 

anti-apoptotik özelliği vardır ve UV, CD95, TRAIL, caspase8 ve Bax ilişkili 

apoptozisi önlediği bildirilmektedir (Merenmies vd., 1991; Zayed vd., 2003). 

HMGB1’in hücre kompartmanları arasında geçişi söz konusudur. HMGB1’in 

majör tipi nukleusta bulunan tiyol izoformudur. Bu, nekrozda salınan temel izoform 

olup kemokin benzeri görev yaparak nekroza uğrayan bölgelere yangı hücrelerini 

çeker. İkinci izoformu disülfit-HMGB1, proinflamatuvar sitokin benzeri bir 

moleküldür; sitokin ve diğer yangısal mediatörlerin salınması için 

monosit/makrofajları ve diğer hücreleri aktive eder. Üçüncü izoformu ise okside-

HMGB1’dir ve görevi anlaşılamamakta beraber yangısal olaylarla ilişkisinin olmadığı 

ifade edilmektedir (Andersson vd., 2014).  

HMGB1 primer olarak aktive olmamış hücrelerde nukleusta bulunur, fakat 

PRR’ların aktive olması ile birlikte dakikalar içerisinde sitoplazmada birikir. Nuklear 

HMGB1 aktif olarak ve sürekli nuklear membrandaki özel porlar aracılığı ile 

sitozolden nukleusa girip çıkar. Sitoplazmada HMGB1 oranı, spesifik lizin 

kalıntılarının asetilasyon durumu ile belirlenmektedir (Andersson vd., 2014; Lu vd., 

2014). Enfeksiyon veya hasar sırasında aktive olan immun hücreler ve hasarlı hücreler 

tarafından ekstrasellüler boşluğa salınır, burada HMGB1 proinflammatuvar medyatör 

olarak fonksiyon görerek, yangısal hastalıkların patogenezisine katkı yapar (Lu vd., 

2013). HMGB1’in nukleustan sitoplazmaya translokasyonun mekanizması tam olarak 

bilinmemekle beraber, bu geçişe inflamazomların (Lu vd., 2013) ve JAK/STAT1 

uyarımının (Lu vd., 2014) neden olduğu gösterilmiştir. HMGB1’in ölü, ölmekte olan 

ya da hasarlı hücrelerin nukleusundan salınımı pasif yolla olurken, aktif salınımı 

immun hücrelerce olmaktadır (Yu vd., 2015). HMGB1’in aktif sekresyonu aşırı 

sitoplazmik birikime bağlı olup, endolizozomal kompartımanlarda izole edilerek 

ekstrasellüler boşluğa salınır (Musumeci vd., 2014).  

Bir kez salındığı zaman HMGB1, RAGE (receptor for advanced glycation end-

products) ile TLR2 (toll-like receptor2) ve TLR4 reseptörlerine bağlanarak TNF-α ve 

IL-6 gibi proinflamatuvar sitokin salınımına ve ekspresyonuna yol açar (Andersson 

vd., 2000). RAGE, HMGB1 için primer reseptör olarak kabul edilir ve RAGE insan 

ve farelerde MHC kompleks yakınında yerleşmiş, immunoglobulin superfamilyası 

üyesi olarak kabul edilen bir gendir. RAGE nöron, endotel hücreler, düz kas hücreleri, 
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monositler, makrofajlar ve immature dendritik hücrelerde bulunmaktadır (Andersson 

vd., 2000; Ulloa ve Messmer, 2006). 

HMGB1 nötrofiller dahil çekirdekli hücrelerin membran bütünlüğünün 

bozulması sonucu nekrozu neticesinde pasif olarak ekstrasellüler boşluğa salınır (Yang 

vd., 2009). Mononüklear fagositler de çeşitli PAMP veya proinflamatuvar sitokin gibi 

aktivatörlerle temasta HMGB1 oluştururlar. Bununla birlikte HMGB1’in aktif 

lökositlerce salınımı klasik Golgi ve endoplazmik retikulum bağımlı sekresyon 

yolağından farklı bir yolla olur. Bu süreç nukleusta HMGB1’in 43 lizin rezidülerinin 

çoğunun asetilasyonu ile birlikte nukleustan endolizozomlara geçişini ve sonrasında 

eksositozu takip eder (Musumeci vd., 2014; Yang vd., 2009). Ekstrasellular HMGB1, 

antijen sunan hücreler için, özellikle makrofajlar ve dendritik hücreler için bir aktivatör 

veya sitokin gibi görev yaptığı bildirilmektedir (Dumitriu vd., 2007; Yang vd., 2009; 

D. Yang vd., 2010). Yapılan bir çalışmada nötrofil degranülasyonu veya ölümü sonucu 

salınan HMGB1 gibi alarminlerin, nötrofil lökositler ile dendritik hücreler arasında 

bağlantı kurarak, doğal ve kazanılmış immüniteyi uyardığı belirlenmiştir (Yang vd., 

2009). 

 MSS’nin gelişiminde ve hastalıklarında HMGB1 proteinin rolü 

HMGB1’in omurgalıların sinir sistemi hücrelerinde iki farklı şekilde görev 

aldığı ortaya konulmuştur. Bunlar; nükleer “mimari” faktör olarak ontojenik gelişimi 

teşvik etmesi ve salgılanan bir inflamatuar faktör olarak nöroinflamasyonda görev 

almasıdır. Erken beyin gelişimi sırasında HMGB1, merkezi sinir sisteminde karmaşık 

bir zamansal dağılım modeli gösterir. Ön beyin gelişimi gibi süreçler için kritik olan 

nörit büyümesini ve hücre göçünü kolaylaştırır. Yetişkinlik döneminde, HMGB1, 

omurilik ve beyindeki hasardan sonra nöroinflamasyonu indüklemeye hizmet eder 

(Fang vd., 2012). 

HMGB1 esas olarak nöronlar ve glial hücreler de dahil olmak üzere tüm hücre 

tiplerinde ifade edilir. TBI (Travmatik beyin hasarı) (Okuma vd., 2012), subaraknoid 

kanama (SAH) (Haruma vd.,2016), epilepsi (Fu vd., 2017), alzheimer hastalığı (AD) 

(Fujita vd., 2016), amyotrofik lateral skleroz (ALS) (Coco vd., 2017; Paudel vd., 

2020), parkinson hastalığı (PD) (Sasaki vd., 2016) gibi çeşitli nöroinflamatuar 

koşullarda hücre dışı HMGB1'in aşırı ekspresyonu gözlenmiştir. Salgılanan HMGB1 

seviyeleri, nöronların apoptozisi ve nekrozu ile korelasyon göstermektedir (Kawabata 

vd., 2010). Ayrıca, TBI (Gao vd., 2012), SAH sonrası erken beyin hasarı (EBI) 
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(Haruma vd.,2016), serebral iskemi ve hipoksik iskemi (HI) (Chen vd.,2019) gibi 

çeşitli beyin hasarı tiplerinde HMGB1 aracılı nöroinflamatuar yanıt şekillendiği 

belirlenmiştir. 

Deneysel TBI indüksiyonunun yapıldığı bir çalışmada, HMGB1’in artan 

ekspresyonunun görülmesinin yanında, TBI’den sonra ikinci hasara yol açan 

nöroinflamatuar yanıtı yönlendirdiği de ortaya konulmuştur. TBI, HMGB1'in 

nükleositoplazmik translokasyonu ile ekstraselüler ortama salınmasını indükler. Hücre 

dışı HMGB1, kısmen oksitlenip, HMGB1'in disülfid formunu oluşturabilir. Disülfid 

HMGB1, daha sonra TLR4 (Toll benzeri reseptör 4) ve RAGE reseptör sistemine 

bağlanır. Bu da MD-2 (Miyeloid farklılaşma faktörü-2) ile etkileşime girer ve 

MyD88'e (Miyeloid farklılaşma yanıt proteini 88) bağlı yolağı başlatır. Aynı zamanda 

ERK (Hücre dışı sinyalle ilgili kinaz) yolağını başlatmak için Ras'a bağlanır. HMGB1-

TLR4 ekseni, hem doğrudan hem de TRAF6 (TNF reseptörü ile ilişkili faktör 6) 

aracılığıyla NF-κB sinyalini etkinleştirebilir. Bu yollar nihayetinde NF-ҡB ile 

etkileşime girer ve birkaç pro-inflamatuar sitokin (TNF-α, IL-1β ve IL-6) üreterek 

nöroinflamatuar yanıtın oluşmasına yol açar. Bu şekilde, HMGB1, aşırı 

nöroinflamasyon ile birlikte, M1 polarizasyonu, apoptozis, oksidatif hasar, beyin 

ödemi, artan KBB geçirgenliği yollarıyla TBI kaynaklı ikincil hasara aracılık edebilir 

(Webster vd., 2019a; 2019b).  

2.10. RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products) 

HMGB1, birden fazla reseptör aracılığıyla sinyal verir. Bugüne kadar, belki 

15'ten fazla farklı HMGB1 reseptörü tanımlanmıştır. Bazıları HMGB1 ile doğrudan 

etkileşime girer (RAGE, TLR4 / MD-2, TIM3 vb. gibi) ve bazıları HMGB1'in sinyal 

yolunu açmak için diğer moleküller veya komplekslerle etkileşime giren karmaşık 

ligandlara ihtiyaç duyarlar (Ugrinova ve Pasheva, 2017).  

RAGE, gelişen sinir sisteminde nörit büyümesinde rol oynayan amfoterin 

bağlanma reseptörü olarak tanımlanan ilk HMGB1 reseptörüdür (Hori vd., 1995). 

Adından da anlaşılacağı gibi, RAGE, gelişmiş glikasyon son ürünlerini (AGE'ler) 

bağlar. Ancak yakın zamanda, çoklu fizyolojik ve patolojik süreçleri düzenleyen 

moleküller olan HMGB1, S100 ailesi üyeleri, amiloid-β peptid, DNA, RNA ve 

diğerleri dahil olmak üzere yapısal olarak farklı moleküllere bağlandığı açıklanmıştır. 

RAGE, immünoglobulin gen süper ailesine aittir. Hücre dışı bir alan, kısa bir zar geçiş 

alanı ve 43 amino asitli bir sitoplazmik kuyruktan oluşur. HMGB1 kaynaklı RAGE 
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aktivasyonu, sepsis, kanser, romatoid artrit, diyabet ve diyabetik nefropati, 

ateroskleroz ve nörolojik bozukluklar gibi çeşitli hastalıklara katkıda bulunduğu ortaya 

konulmuştur (Kang vd., 2014; Ugrinova ve Pasheva, 2017). 
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3. MATERYAL VE METOT  

3.1. Materyal 

Bu çalışmada Listeria spp. ile doğal olarak enfekte, 15 adet koyunun beyinlerine 

ait arşiv materyalleri kullanıldı. Bu materyaller, çalışmanın yürütüleceği Ondokuz 

Mayıs Üniveristesi, Veteriner Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı ile Tarım ve Orman 

Bakanlığı, Samsun Veteriner Kontrol Enstitüsü, Patoloji Laboratuvarı arşivinden 

sağlandı. Çalışma, listerik ensefalitiste lezyonların en belirgin olduğu beyinin 

rombensefalon (pons, medulla oblongata) bölgesine ait kesitlerde yürütüldü. Parafin 

bloklar hazırlanırken, hayvanlara ait anemnez bilgileri ve diğer bulguları kayıtlardan 

çıkarıldı ve olgular numaralandırıldı. Bu işlem sırasında Listeria spp.’nin varlığı 

konvansiyonel mikrobiyoloji, PCR veya immunohistokimya ile doğrulanmış olgular 

öncelikli olarak kullanıldı. Laboratuvar kayıtlarına göre; bakteriyolojik olarak yalnızca 

10 nolu olguda L. grayi, 11 nolu olguda L. ivonovi izole edilmiş olup, diğer olgularda 

bakteriyolojik değerlendirme yapılamamıştır. Hastalığın doğrulanması büyük oranda 

Listeria spp. için uygulanan immunohistokimyasal boyamalar ve tipik histopatolojik 

bulgulara göre yapılmıştır. 

Herhangi bir enfeksiyöz ya da sinir sistemiyle ilişkili bir hastalığı olmayan, 

normal 5 adet koyuna ait rombensefalon bölgesi kontrol olarak tutuldu ve enfekte 

beyinlere yapılan işlemler, aynı şekilde bu beyinlerde de uygulandı. 

3.2. Metot 

 Histopatolojik İnceleme 

Listeria pozitif olgulara ait arşivsel bloklardan mikrotom (Leica) ile 4-5 µm 

kalınlığında alınan kesitler, rutin prosedürle hematoksilen-eozin ile boyandı. Bu 

amaçla alınan kesitler önce ksilolde deparafinize edildi, ardından absolüt, %96 'lık, 

%80'lik ve %70’lik alkollerden geçilip rehidre edildikten sonra Mayer's hematoksilen 

ile boyandı. Kesitler akan musluk suyu ile yıkanıp asit alkolle muamele edilerek 

boyanın fazlası giderildi. Distile suda yıkama işlemini takiben, kesitler eozin ile 

boyanıp seri alkollerden ve ksilolden entellan ile kapatıldı. Hazırlanan preperatlar 

Nicon Eclipse E600W ışık mikroskobunda incelendi.  

Gözlenen lezyonlar Oeverman vd. (2010) ve Di Palma (2012) tarafından yapılan 

sınıflandırmaya göre nicelik olarak 3 aşamada değerlendirildi: 
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1. Lezyonlar süresine göre: Tip 1-mikroapseler: nötrofillerin daha baskın 

olduğu lezyonlar (akut ensefalitis); Tip 2-mikroapseler: makrofajların baskın olduğu, 

bazen çok çekirdekli dev hücrelerinin bulunduğu lezyonlar (kronik ensefalitis); Tip 

3mikroapseler: Tip 1 ve Tip 2 lezyonların karışımından ibaret olan lezyonlar (subakut 

ensefalitis) olarak ayırımları yapıldı. Olguların değerlendirilmesi, baskın olan forma 

göre rölatif olarak yapıldı. Diğer iki aşama bu grupta sınıflandırılan kesitlere göre 

değerlendirildi. 

2. Mikroapseler büyüklüğüne göre: 0= mikroapse yok, 1=tek küçük apse, 

2=birkaç küçük ve büyük mikroapseler, 3=orta derecede birleşen mikroapseler, 4=çok 

sayıda parankimi geniş alan halinde tutan mikroapseler olarak sınıflandırıldı, 

3. Perivasküler (PV) hücre infiltrasyonu yapısına göre: 0= yok, 1=tek hücre 

katı halinde infiltrasyon, 2=iki tabakalı perivasküler hücre infiltrasyonu, 3=üç veya 

dört kat halinde perivasküler hücre infiltrasyonu, 4=dört katmandan daha çok sıralı 

perivasküler hücre infiltrasyonu şeklinde derecelendirildi.  

Ayrıca nöronal nekroz, ödem, nöronofaji, fokal gliozis, aksonal sferoidler ve 

meningitis gibi diğer lezyonların varlığı semi-kantitatif olarak değerlendirildi. 

 İmmunohistokimyasal İnceleme 

 İmmunoperoksidaz Yöntem 

İmmunoperoksidaz teknik, beyin dokusunun bazı bölgelerinde HMGB1 

ekspresyonunu belirlemek üzere kullanıldı. HMGB1 ekspresyonu için  histopatolojik 

olarak değerlendirilen olgularda ve kontrol hayvanlarda HMGB1 ekspresyonlarını 

belirlemek üzere, ilgili bloklardan 3-aminopropiltrietoksilan (APES) kaplı adeziv 

özellik kazandırılmış lamlara 6 μm kalınlığında ilave kesitler alınarak streptavidin-

biotin peroksidaz kompleks (SABPK) tekniği ile boyanmıştır.(Schmidt vd., 2014). Bu 

tekniğe uygun olarak ilgili belirteçlere karşı ticari olarak bulunan ve Tablo 3.1 de 

gösterilen antikorlar kullanıldı. Bu amaca uygun olarak streptavidin-biotin 

immunohistokimya kiti (invitrogen, cat no:85-9043, HRP) kullanıldı ve test yöntemi 

ilgili firmanın direktifleri doğrultusunda sürdürüldü. Parafin bloklardan APES kaplı 

lamlara alınan kesitler, önce iki kez ksilende 10’ar dakika bekletilerek parafini 

giderildikten sonra, sırasıyla absolüt alkol, % 96 ve % 70’lik alkol serilerinden 

geçirilerek rehidre edildiler. Tüm aşamalar nemli ortamda ve/veya oda ısısında 

gerçekleştirildi. Tüm yıkama aşamalarında fosfat tamponu (pH 7,4) kullanıldı. 
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Endojen peroksidaz aktivitesi metanoldeki %3’lük H2O2 ile 10 dk. bekletilerek 

giderildi. Kesitler, formalin solüsyonuna ve arşivdeki bekleme süresine bağlı olarak 

inaktive olmuş antijenik yapıyı açığa çıkarmak üzere ve antikorların kullanım 

tekniğine göre tablo 3.1.’de belirtilen uygun antijen açığa çıkarma yöntemleri 

uygulandı. Buna göre sitrat tamponlu (pH 6) antijen açığa çıkarma solüsyonu 

içerisinde mikrodalga fırında 800 watt’da 20 dk. tutulduktan sonra soğumaya 

bırakıldılar. Spesifik olmayan antijenik bağlanmaları engellemek için kesitler %10’luk 

keçi serumunda 10 dk. muamele edildikten sonra tablo 3.1’de adı geçen primer 

antikorlar ile +4 °C’de bir gece inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün PBS ile 3x5 dk 

yıkamayı takiben kesitler kit kapsamında bulunan sekonder antikorla 20 dk. muamele 

edildi. Kesitler PBS ile 3x5 dk yıkandılar ve 20 dk. süreyle peroksidaz enzimi konjuge 

streptavidin ile inkübe edildiler. Tekrar PBS ile 3X5 yıkama sonrası 3-amino-ethyl-

carbazole (AEC) kromojeni ile 5 dk. (mikroskop altında kromojenin reaksiyonu 

kontrol edilerek) boyanarak antijenler görünür hale getirildi. Son olarak kesitler 

Mayer’s hematoksilen ile 1-2 saniye karşıt boyamaları yapılarak musluk suyu ile 

yıkandı ve su bazlı immun yapıştırıcı (Thermo) ile kapatıldı.    

Tablo 3.1. İmmunohistokimyasal (SABPK) boyamalarda kullanılan antikorlar ve özellikleri 

Antikor 
(Klon) 

Konakçı İzotip Antikor türü Antijeni açığa 
çıkarma yöntemi 

Sulandırma 
oranı 

Üretici 
firma 

Anti-
Listeria 

monocyto
genes 

tavşan  poliklonal Uygulanmadı  1:2000 TO 
Bakanlığı 

BVKE 

Anti-
human 

HMGB1 

tavşan IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH 6) 
solusyonda 

Mikrodalga fırında 
800watt 20 dk 

1:250 Novus 
Biologicals 

Cat no: 
NB100-

2322 

 

 İkili İmmunofloresan Yöntem 

HMGB1 ekspresyonunun hangi hücrelerde ne oranda ifade edildiğini ve 

subsellüler lokalizasyonunu belirlemek üzere ikili immunfloresan boyama tekniği 

kullanıldı. Bu immunfloresan teknik için, her koyuna ait beyinin rombensefalon 

bölgesine ait dokulardan alınan seri kesitler üzerinde Tablo 3.2’de özellikleri 

gösterilen sinir sistemi ve infiltre olan hücreler için mevcut ticari antikorlar kullanıldı. 

Aynı konakçıda hazırlanmış iki farklı birincil antikor kullanımı için ihcword 

(Immunofluorescence Double Staining Protocol) tarafından önerilen prosedür uygulandı. 
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Bunun için, Olig2 (Oligodendrosit), GFAP (astrosit) ve CD11b (aktif mikroglia) 

antikorları ile HMGB1’nin ikili immunfloresan boyamaları yapıldı. Kesitler özgül 

olmayan antijen-antikor reaksiyonlarını engellemek için protein bloklama 

solusyonunda 10 dakika tutuldular. HMGB1 için primer antikor ile inkubasyona 

bırakılan kesitlere daha sonra bu primer antikora özgü ve rodamin ile işaretli sekonder 

antikor ile karanlık ortamda inkübe edildi ve bu aşamadan sonra tüm inkubasyonlara 

karanlık ortamda devam edildi. Mikroskopta HMGB1 boyanması kontrol edildikten 

sonra ikinci primer antikor inkübasyonu aşamasına geçildi. Öncelikle ikinci sekonder 

antikorun hazırlandığı hayvana ait serumda protein bloklama yapıldı. Bu aşamayı 

takiben kesitler ikinci primer antikorların (Olig2, GFAP ve CD11b) inkubasyonları ile 

devam edildi ve bunlar için de FITC (Fluorescein isothiocyanate) ile işaretli ikinci bir 

sekonder antikor kullanıldı. FITC boyamaların kontrolleri mikroskobun uygun filtresi 

kullanılarak yapıldı. Bu işlemi takiben kesitlerde DAPI ile çekirdek boyamaları yapıldı 

ve anti-fade yapıştırıcı ile kesitlerin üzeri kapatılarak ve flouresan eklentili 

mikroskopta (Nikon Eclipse E600) incelendi. Protein bloke edici serumu ile 

inkubasyon aşaması hariç tüm işlemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika süreyle 

PBS+Tween20 solüsyonu ile yıkama yapıldı. Kesitlerde aynı bölgede/hücrede farklı 

floresan boyalarla boyanan alanlar fotoğraflanıp, Photoshop programında birleştirildi. 

İmmunofloresan görüntüler birleştirildikten sonra elde edilen fotoğraflar 

değerlendirilmeye hazır hale getirildi. 

Tablo 3.2. İkili İmmunfloresan boyamalarda kullanılan primer ve sekonder antikorlar ve özellikleri 

Antikor 
(Klon) 

Konakçı İzotip Antikor türü Antijeni açığa 
çıkarma yöntemi 

Sulandırma 
oranı 

Üretici 
firma 

Anti-
human 

HMGB1 

tavşan IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.6) 
solusyonda mikrodalga 
fırında 800watt 20 dk 

1:250 Invitrogen 
Cat 

no:PA1-
16926 

Anti-
rabbit 

OLİG2 

tavşan N/A poliklonal Tris-Edta (pH.9) 
solusyonda 

mikrodalga fırında 
800watt 20 dk 

1:500 Millipore 
Cat no: 
AB9610 

Anti-
bovine 
GFAP 

tavşan IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.6) 
solusyonda mikrodalga 
fırında 800watt 20 dk 

1:100 Novus 
Biologicals 

Cat 
no:NB120-

16997 

Anti-
human 
CD11b 

keçi IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.9) 
solusyonda 

mikrodalga fırında 
800watt 20 dk 

1:250 Abcam 
Cat no: 

AB62817 
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Rodamin 
işaretli 
anti-

rabbit 
sekonder 
antikor 

keçi IgG poliklonal - 1:200 Invitrogen 
Cat no: 
31670 

 

Anti-
rabbit 
FITC 

işaretli 
sekonder 
antikor 

keçi IgG poliklonal - 1:200 Abcam 
Cat no: 
AB7086 

Anti-
Goat 
FITC 

işaretli 
sekonder 
antikor 

eşek IgG poliklonal - 1:100 Abcam 
Cat no: 
AB7121 

 

3.3. İmmunohistokimyasal Boyama Sonuçlarının Analizi 

HMGB1 antijenin immunoreaktivitesi ve Listeria antijeninin 

immunohistokimyasal dağılımı yanında Olig2 (oligodendrosit), GFAP (astrosit) ve 

CD11b (mikroglia) gibi hücre belirteçleri ile HMGB1’in ikili immunofloresan boyama 

sonuçları semi-kantitatif olarak değerlendirildi. 

Derecelendirmede incelenen fotoğraflardaki pozitif hücre ve alanlar baz alınarak 

analiz için yüksek yoğunlukta reaksiyon gösteren alanlar rastgele seçildi.  Rastlantısal 

10 mikroskop sahasında pozitif boyanan hücreler sayılarak puanlama yapıldı. Elde 

edilen sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 

 Doku kesitlerinde, HMGB1 ve hücre belirteçleri ile yapılan tekli 

immunoperoksidaz ve ikili immunofloresan boyamaların incelemeleri sonucunda 

alınan subjektif veriler tablo 3.3‘ teki gibi 0-3 arasında puan verilerek sayısal verilere 

dönüştürüldü. 

Tablo 3.3. İmmunohistokimyasal sonuçların değerlendirilmesi 

HMGB1 pozitif 
hücre Sayısı 

     0        ≤%10     %10-50      ≥%50 

Puan 0 1 2 3 
 

Ayrıca HMGB1’in ikili immunfloresan boyamalarda hücrelerin subsellüler 

lokalizasyonları negatif=0, çekirdekte=Ç, sitoplazmada=S, ekstrasellüler=E olarak 

değerlendirildi ve histopatolojik bulgular ile korelasyonları karşılaştırıldı. Alınan 
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mikrofotoğraflardan HMGB1 immunopozitifliği ile bunların seri kesitlerindeki 

histopatolojik bulguların korelasyonları için görüntü analiz sistemi kullanılarak 

(Bs200Pro Görüntü Analiz Sistemi, BAB software, Ankara, Türkiye), sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.4. İstatistiksel Analiz 

Çalışmada elde edilen histopatolojik, immunohistokimyasal ve immunfloresan 

bulgular Nikon DS-5M kamera ataçmanlı Nikon Eclipse E600W ışık mikroskobu 

yardımıyla görüntülendi ve mikroskobik fotoğrafları çekildi. Elde edilen sayısal 

veriler Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA, 2007) istatistik analiz 

programı kullanılarak değerlendirildi. Değişkenlerin normal dağılama uygunluğu 

Kolmogorov-Smirnov testi ile değerlendirildi. Normal dağılım göstermeyen 

parametreler için parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanıldı. Hangi gruplar 

arasında önemliliğin olduğunu belirlemek amacıyla Mann-Whitney U testi yapıldı. 

Ancak gruplar arası sayı farkının belirgin olduğu durumlarda eşitsiz varyans t testi 

(Welch’in t testi) yapıldı. İstatistiksel değerlendirme sonuçlarında P˂0,05 değeri 

önemli olarak kabul edildi. 

Histopatolojik veriler ile HMGB1 pozitif hücreler arasında korelasyonların 

hesaplanmasında parametrik olmayan Spearman korelasyon analizi kullanılmış olup, 

tüm analizlerde yine Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA, 2007) 

istatistik analiz programından yararlanılmıştır (p<0,05 anlamlı kabul edildi). 
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4. BULGULAR 

4.1. Histopatolojik Bulgular 

Olguların tümüne genel olarak bakıldığında mikroskobik lezyonların belirgin 

olarak beyin kökünde şekillenmekle birlikte, en şiddetli lezyonlar medulla ve ponsta 

daha az olarak rostralde talamus, kaudalde spinal kordun servikal bölgesinde görüldü. 

Bu lezyonlar çoğunlukla mikroapseler ile karakterizeydi. Bunun dışında aralarında az 

sayıda nötrofil lökositin olduğu yoğun perivasküler mononüklear hücre infiltrasyonları 

hastalığın tipik bulguları arasında gözlendi. Bazı olgularda meninkslerde (olgu no 1, 

6, 9) yoğun perivasküler hücre infiltrasyonlarına rastlandı. 

Olgulara göre bulguların sınıflandırılması Tablo 4.1’te ayrıntılı olarak 

verilmiştir. Bu sınıflandırmaya göre seçilen olgulardan 6 adedi akut, 4 adedi kronik ve 

5 adedi subakut ensefalitis olarak değerlendirildi.  

Tablo 4.1. Koyunlara ait listerik ensefalitis olgularının histopatolojik sınıflandırılması 

O
lgu

 N
o

 

Lezyon Süresine göre 
Mikroapse büyüklüğüne 

göre 

Perivasküler Hücre 

İnfiltrasyonu yapısına göre 

Tip 1  

(akut) 

Tip 2  

(kronik) 

Tip 3 

(subakut) 
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 

1 ✔      ✔    ✔  

2 ✔      ✔    ✔  

3  ✔    ✔       ✔

4 ✔      ✔    ✔  

5  ✔      ✔    ✔ 

6  ✔    ✔       ✔

7 ✔     ✔     ✔  

8 ✔       ✔   ✔  

9   ✔     ✔    ✔ 

10 ✔      ✔     ✔ 

11   ✔   ✔      ✔ 

12   ✔   ✔      ✔ 

13  ✔     ✔     ✔ 

14   ✔     ✔     ✔

15   ✔   ✔      ✔ 

Akut olgulardan 4’ünde (olgu no; 1, 2, 4, 10) orta derecede birleşen mikroapseler 

olarak (histopatolojik değerlendirmede yer alan mikroapse büyüklüğüne göre 3. 

şiddette) kaydedildi. Bir olguda (olgu no;8) çok sayıda ve parankimi geniş alan halinde 
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tutan mikroapselerle karakterize lezyonlar (4 şiddette) görüldü. Bir olgu (olgu no; 7) 

ise, birkaç küçük ve büyük mikroapse (2 şiddette) varlığı şeklinde değerlendirildi 

(Şekil 4.2). 

Subakut ve kronik olgularda histopatolojik incelemelerdeki mikroapse 

büyüklüğünün derecelendirilmesi ise farklı şiddet ve yayılımda kendini gösterdi. 

Subakut beş olgudan ikisinde (olgu no; 9, 14) 4 şiddetinde, üçünde (olgu no; 11, 12, 

15) 2 şiddetinde mikroapseler görüldü (Şekil 4.3). Dört kronik olgudan ikisinde (olgu 

no; 3 ,6) 2 şiddetinde (Şekil 4.4), birinde (olgu no; 13) 3, birinde (olgu no; 5) 4 

şiddetinde mikroapse büyüklüğü görüldü.  

Olgularda şekillenen bir diğer karakteristik lezyon olan perivasküler hücre 

infiltrasyonları, yapılarına göre incelendiğinde, olguların tamamında 2-4 şiddetindeydi 

ve başlıca lenfositler, plazma hücreleri ve makrofajlardan oluşan mononükleer hücre 

katmanından oluşmaktaydı. 

Enfeksiyonun süresi ile PV manşet büyüklüğü birlikte değerlendirildiğinde 

akuttan kroniğe manşet kalınlığının arttığı görüldü. Bir diğer ifadeyle enfeksiyonun 

süresi ilerledikçe perivasküler manşet kalınlığının artmış olduğu belirlendi (Şekil 4.1). 

Akut ve subakut ile kronik olguların PV manşet büyüklükleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık olduğu tespit edildi (P<0,05). Subakut ve kronik olgular 

arasındaki fark anlamlı düzeyde değildi. 

 

Şekil 4.1. Perivasküler manşet kalınlığının lezyon süresine göre değerlendirilmesi, (* = P<0,05). 

Altı adet akut olgunun dördünde (Olgu no; 1,4,7,8) 3, ikisinde (Olgu no; 2, 10) 

4 şiddetinde perivasküler hücre infiltrasyonları/katmanı görüldü. Subakut olguların 

ikisinde (Olgu no; 12, 15) 3, ikisinde (Olgu no; 9, 14) 4 şiddetinde görüldü. Dört kronik 
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olgudan üçünde (Olgu no; 5, 6, 13) perivasküler hücre infiltrasyonlarının şiddeti 3 

olarak belirlendi. Kronik olgulardan yalnızca birinde (Olgu no; 3) 4 şiddetinde, dört 

katmandan daha çok sıralı perivasküler hücre infiltrasyonu görüldü. 

Histopatolojik bulgulardan nöronofaji ve fokal gliozis olguların çoğunda 

görülmekle birlikte, 7 nolu olguda bu tip lezyonların oranı diğerlerine göre daha 

belirgindi.  

Değerlendirilen 15 adet olguda mikroapse şiddeti ile perivasküler manşetlerin 

kalınlıkları arasında korelasyon saptanmadı (r=-0,1703).  

 

Şekil 4.2. Nötrofillerin yoğun olduğu akut lezyon mikroapse alanı, Rombensefalon, koyun, HxE. 

 

Şekil 4.3. Nötrofil ve mononüklear lökositlerin birlikte bulunduğu subakut lezyon, mikroapse alanı, 
Rombensefalon, koyun, HxE. 
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Şekil 4.4. Makrofajların baskın olduğu kronik lezyon, mikroapse alanı, Rombensefalon, koyun, HxE. 

4.2. İmmunohistokimyasal Bulgular  

  Listeria Antijeninin İmmunohistokimyasal Dağılımı 

Listeria spp. poliklonal antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyamalar 

sonucunda olguların 6 tanesinde (Olgu no; 1, 2, 3, 6, 9, 11) genel olarak 

mikroapselerde antijen pozitif immunreaksiyonlar gözlendi (Şekil 4.5, 4.6 ve 4.7). Bu 

lezyonlara ek olarak Listeria immunopozitif reaksiyonlara ependimal ve koroid 

pleksus epitelinde ve daha az olarak bazı nöronların sitoplazmasında da rastlandı 

(Şekiller 4.8 ve 4.9). Mikroapse yakınındaki perivasküler hücre infiltrasyonlarında 

hafif ya da negatif immun reaksiyon görüldü (Şekil 4.10a,b,c). Çevresinde yoğun 

immunreaksiyon varken bir olguda subakut granülamatöz bir odakta negatif immun 

reaksiyon gözlendi (Şekil 4.10d). İmmunopozitif etkenlerin genellikle kısa çubuk, 

basil ya da nokta şekilli oldukları, tek tek ya da küme veya gruplar halinde, çoğunlukla 

nötrofil lökositler ile makrofaj sitoplazmasında, bazen de hücre dışı olarak 

bulundukları dikkati çekti. Bazı kesitlerde immun boyamaların diffuz veya granüler 

tarzda olduğu gözlendi. 
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Şekil 4.5. Akut bir lezyonda nötrofillerin sitoplazmalarında ya da hücre dışı yerleşimli, nokta veya kısa 
çubuk şekilli, immunopozitif Listeria antijeni, rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC 
kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 

 

 
Şekil 4.6. Subakut lezyonda, genellikle makrofajların sitoplazmalarında ya da hücre dışı yerleşimli 

Listeria immunopozitif etkenler (oklar), rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC 
kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 
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Şekil 4.7. a: Kronik lezyonda şiddetli Listeria immunpozitif reaksiyon (oklar). b: Kronik lezyonda hafif 
immunpozitif reaksiyon, rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC kromojen, Mayer’s 
hematoksilen karşıt boyama. 

 

 

Şekil 4.8. Subependimal bölgede bazı makrofajların sitoplazmalarında listerial antijen için granüler 
tarzda immunpozitif reaksiyon (oklar), Rombensefalon bölgesi (olgu no 3), koyun, SABPK 
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 
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Şekil 4.9. a: Koroid pleksus epitelinde ve makrofajlarda Listeria immunpozitif reaksiyonlar (oklar), b: 
Nöronda nokta şeklinde Listeria immunopozitif reaksiyonlar, Rombensefalon bölgesi, 
koyun, SABPK metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 
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Şekil 4.10. Listeria immunopozitifliği, Mikroapse alanında hafif şiddetli (a) veya yoğun (b), 

immunpozitiflik varken perivasküler hücrelerde antijen immunpozitif hücre 
bulunmamaktadır. c: perivasküler hücrelerde hafif şiddette immunreaksiyon, d: subakut 
granülamatöz bir odakta antijen negatif immunreaksiyon, rombensefalon, koyun, SABPK 
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 

 HMGB1 

Listerial olgularda rombensefalon bölgelesine ait kesitlerde HMGB1 için 

immunopozitiflik reaksiyonun değerlendirmesi perivasküler hücreler, mikroapse 

alanlarındaki nötrofil lökositler ve makrofajlar, endotel hücreleri ve nöronlarda semi-

kantitatif olarak yapıldı. Bu değerlendirmeye göre hücre bazında HMGB1 

yoğunluğunun karşılaştırılması şekil 4.11’te gösterildi. Buna göre en yoğun 

immunopozitiflik makrofajlarda görüldü. Değerlendirilen hücre grupları arasında, 

mikroapselerdeki makrofajlardaki immunpozitiflik skoru, nötrofil lökositlere göre 

daha yüksek bulundu ve bu iki hücre arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (P<0,0001). Makrofajlar endotel hücrelerine göre daha yüksek 

immunopozitiflik gösterdi ve bu iki hücre arasındaki fark da istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (P<0,05). PV hücreler genel olarak değerlerindrildiğinde nötrofil lökositlere 

ve endotel hücrelerine göre daha fazla HMGB1 immunoreaktivitesine sahip olduğu 
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görüldü. PV hücreler ile nötrofil lökositler ve endotel hücreleri arasındaki 

immunpozitiflik skorları arasındaki fark istatistiki olarak anlamlı bulundu (P<0,05). 

Diğer hücre grupları arasında istatistiki olarak anlamlı farklılık görülmedi. 

 
Şekil 4.11. Listeria pozitif olgularda immunohistokimya sonuçlarına göre HMGB1 yoğunluğunun 

semikantitatif değerlendirmesi. (* = P<0,05; **= P<0,0001). 

Mikroapseleri oluşturan hücrelerde subselüler HMGB1 immunoreaksiyonu, 

nüklear, sitoplazmik ve ekstraselüler olmak üzere üç bölgede gözlendi (Şekil.4.12) 

İmmunohistokimyasal boyamalarda en yoğun HMGB1 immunreaktivitesi mikroapse 

alanlarındaki makrofajlarda görüldü. Akut ve kronik olgularda makrofajlarda HMGB1 

ekspresyonu benzer yoğunlukta ve subakut olgulara göre yüksek düzeyde bulundu. 

Zamana bağlı olarak makrofajlarda HMGB1 ekspresyonu değerlendirildiğinde, sadece 

akut olgular ile subakut olgular arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık olduğu 

görüldü (P<0,05). 
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Şekil 4.12. Kronik bir mikroapse lezyonu içerisinde makrofajlarda nüklear, sitoplazmik ve ekstraselüler 
yerleşimli, şiddetli HMGB1 immunoreaktivitesi, Rombensefalon, koyun SABPK 
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 

Mikroapse alanlarındaki nötrofillerde HMGB1 ekspresyonu diğer hücrelere 

nazaran oldukça düşük düzeyde görüldü. Mikroapselerdeki nötrofil infiltrasyonları 

özellikle akut olgularda gözlenirken, immunpozitifliğin çekirdek ve sitoplazmalarında 

hafif şiddette olduğu dikkati çekti (Şekil 4.13). Akut ve subakut vakalardaki 

nötrofillerde HMGB1 immunreaktivitesi arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (P>0,05).  
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Şekil 4.13. Akut ve subakut mikroapse alanında HMGB1 immunreaktivitesi, a: Akut bir mikroapsede 

nötrofillerde orta şiddette immunreaktivite, b: Akut mikroapsede nötrofillerde nüklear ve 
sitoplazmik immunopozitif  reaksiyon, c: Subakut mikroapsede nuklear, sitoplazmik ve 
ekstraselüler alanda immunpozitif reaksiyon, rombensefalon, koyun,  SABPK  metod/AEC 
kromojen, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 

Perivasküler alanlarda görülen HMGB1 immunoreaktivitesi, mikroapse 

alanlarına yakın yoğunlukta görüldü. Boyanmalar intrasitoplazmik ve intranükleer 

olarak dikkati çekti. En yüksek pozitif skor kronik vakalarda görüldü, bunu sırayla 

subakut ve akut vakalardaki skor izledi (Şekil 4.14). Lezyon süresine göre yapılan 

semikantitatif değerlendirmede immunopozitiflik düzeyleri arasında istatistiksel 

olarak önemli farklılık olduğu görüldü (P<0,05).  

 
Şekil 4.14. Perivasküler hücrelerde HMGB1 immunreaktivitesi. a: kronik olguda yoğun perivasküler 

sitoplazmik ve nüklear immunopozitiflik, b: Subakut bir olguda birkaç immunopozitif 
perivasküler mononüklear hücre. rombensefalon bölgesi, koyun, SABPK  metod/AEC, 
Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 
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Nöron ve endoteldeki immunreaksiyon, kontrol gruplarındaki skorlama ile 

karşılaştırıldı ve nöronlarda HMGB1 ekspresyonunda bir artış gözlendi (Şekil 4.15). 

Listeria pozitif ve kontrol dokularda nöronlardaki HMGB1 immunreaktivitesinin 

sadece intrasitoplazmik olduğu görüldü (Şekil 4.16). Akut ve kronik vakalarda 

kontrollere göre oldukça yüksek yoğunlukta immunreaktivite dikkati çekti. Subakut 

vakalarda nöronlardaki ekspresyonunun kontroller ile benzer düzeyde olduğu 

gözlendi. 

 

 
Şekil 4.15. Kontrol ve Listeria pozitif grupların HMGB1 immunopozitiflik skorlaması 

 

 
Şekil 4.16. a: Kontrol beyin dokusunda nöronda HMGB1 için hafif immunoreaksiyon, b: Akut bir 

olguda HMGB1 için nöronal sitoplazmik ve glial hücrelerde yoğun sitoplazmik ve nüklear 
immunoreaksiyon. Rombensefalon bölgesi, koyun, , SABPK  metod/AEC, Mayer’s 
hematoksilen karşıt boyama. 

Endotel hücrelerinde, kontrol gruplarına göre daha yüksek oranda HMGB1 

immunopozitifliği görüldü (Şekil 4.15). Endoteldeki pozitif reaksiyon çoğunlukla 

sitoplazmada, daha az oranda nükleustaydı (Şekil 4.17). Lezyon süresine göre endotel 
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hücrelerindeki HMGB1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlenmedi. 

 

Şekil 4.17. Endotel hücrlerinde immunoreaktivite, a: Akut olguda HMGB1 için endotel hücrelerinde 
şiddetli sitoplazmik ve nüklear  immunopozitiflik (ok) yanında bazı endotel hücrelerinde 
negatif immunreaksiyon (okbaşı), b: Listeria negatif kontrol  dokuda bazı endotel 
hücrelerinde hafif nüklear immunopozitif (ok) ve immunonegatif reaksiyon (okbaşı), 
rombensefalon bölgesi, koyun, SABPK  metod/AEC, Mayer’s hematoksilen karşıt boyama. 

 İkili immunfloresan boyama sonuçları 

Listerial ensefalitis tanısı konan 15 adet koyun ile 5 adet kontrol koyuna ait 

beyinlerin rombensefalon bölgesinde HMGB1 ekspresyonunun, oligodentrosit 

(Olig2), astrosit (GFAP) ve mikroglialardaki (CD11b) subsellüler yerleşimi ve 

yoğunluğunu belirlemek üzere yapılan ikili immunfloresan boyamaların semikalitatif 

değerlendirmesi Tablo 4.2’de gösterilmiştir. Akut olgularda en çok oligodentrositlerde 

HMGB1 ekspresyonu görülürken, immunopozitifliğin yoğun olarak bu hücrelerin 

sitoplazmasında şekillendiği dikkati çekti. Subakut ve kronik olgularda ise HMGB1’in 

en yoğun immunreaksiyonu mikroglialarda ve bu hücrelerin çekirdek ve 

sitoplazmasında aynı oranda rastlandı. Bütün olgular toplam olarak 

değerlendirildiğinde HMGB1 immunreaktivitesi en yoğun hücreler sırasıyla 

mikroglialar, oligodentrositler ve astrositler olarak şekillendiği dikkati çekti.  

 

 

 

  



51 
 

Tablo 4.2. İkili immunfloresan boyamalarda HMGB1 yoğunluğunun hücresel yerleşime göre  
skorlanması 

Olgu       
No  

Oligodentrositde Astrositlerde    Mikroglialarda 

n s n s n s 
1 0 3 1 2 2 1 
2 0 3 0 0 2 1 
3 2 1 0 0 VY VY 
4 0 1 VY VY 1 1 
5 VY VY 0 0 1 1 
6 VY VY 0 2 0 0 
7 VY VY 1 2 1 2 
8 2 0 3 0 2 0 
9 1 0 2 0 2 1 
10 1 0 0 1 2 1 
11 VY VY 0 0 2 1 
12 2 2 1 0 1 2 
13 VY VY 0 0 2 1 
14 2 1 1 1 2 1 
15 2 0 0 2 1 1 
K-1 2 0 0 0 1 1 
K-2 2 0 0 0 2 0 
K-3 3 0 0 0 2 0 
K-4 1 0 0 0 3 0 
K-5 1 0    0  0       3   0 

VY:veri yok (kesitte hiçbir immunreaksiyona rastlanmadı) 0= boyanma yok (hedef hücrede 
immunrekasiyon yok), 1= ≤%10, 2= %10-50, 3= ≥%50 K:Kontrol n=nüklear, 
s=sitoplazmik 

 
 Oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu (HMGB1 ve OLIG2 için 

ikili immunflouresan boyama) 

Oligodentrositleri göstermek üzere Olig2 ile yapılan immun boyamalarda 

immunreaksiyonun seçici olarak bu hücrelerin çekirdeklerinde olduğu dikkati çekti. 

Bu hücrelerde HMGB1 ekspresyonunun subselüler lokalizasyonunda farklılıklar 

olmakla beraber, şiddetinin akuttan kroniğe doğru bir azalma eğiliminde olduğu 

gözlendi (Şekil 4.18). Akut olgularda oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu +3 ve 

+2 şiddetinde, çoğunlukla da sitoplazmik karakterde olduğu dikkati çekti. Subakut 

olgularda ise oligodentrositlerde HMGB1 boyanması, akut olgulara göre daha az 

yoğunlukta saptandı. Subakut olguların tamamında HMGB1 ekspresyonu 

oligodentrositlerin hem çekirdek, hem de sitoplazmasında rastlandı. Kronik olguların 

sadece birinde (olgu no 3) oligodentrositlerde HMGB1’in +2 immunopozitifliği 

görüldü. Bu olgudaki immunoreaksiyonun daha çok oligodentrositlerin 
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sitoplazmasında olduğu dikkati çekti (Şekil 4.19). Kontrol dokuların Olig2 ve HMGB1 

ile yapılan ikili immunfloresan boyamalarında orta şiddette nüklear immunreaktivite 

görüldü (Şekil 4.20). 

 

 

 
Şekil 4.18. Hücre belirteçleriyle yapılan ikili immunfloresan boyama analizine göre HMGB1 

ekpresyonu 

 

 

 

 
Şekil 4.19. Oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu (ok), a: Olig2 ekspresyonu, FITC, b: HMGB1 

ekspresyonu, Rodamin, c: DAPI çekirdek boyası, d: Birleştirilmiş (merged), Olig2+ 
hücrede HMGB1 immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun (olgu 12), ikili 
immunfloresan yöntem. 



53 
 

 

 

 

Şekil 4.20. Kontrol dokuda oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu, a: Olig2 immunopozitif hücre 
(ok), FITC, b: Aynı alanda HMGB1 immunopozitif hücre (ok), Rodamin. c: a ve b ile aynı 
hücrede DAPI çekirdek boyası (ok), e: Birleştirilmiş (merged), Olig2+ hücrede HMGB1 
immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun, ikili immunfloresan yöntem. 

 Mikroglialarda HMGB1 ekspresyonu (HMGB1 ve CD11b için ikili 

immunflouresan boyama) 

Mikrogliaları belirlemede kullanılan CD11b ile HMGB1 için yapılan ikili 

immunfloresan boyama sonuçlarına göre, mikroglialardaki HMGB1 ekspresyonu 

subakut olgularda artarken, kronik olgularda en düşük seviyesine indi (Şekil 4.18). 

Akut olguların dördünde (Olgu no; 1, 2, 8 ve 10) aktif mikroglialarda +2 yoğunlukta 

HMGB1 boyanması görüldü (Şekil 4.21). Olgulardan ikisinde (Olgu no; 4-7) +1 olarak 

derecelendirilen HMGB1 boyanması görüldü. Altı akut olgudan beşinde (Olgu no; 1, 

2, 4, 7 ve 10) mikroglialardaki HMGB1 boyanması çoğunlukla çekirdek ve 

sitoplazmada görülürken, 8 nolu olguda sadece çekirdekte boyanma vardı. Beş subakut 

olgunun dördünde (Olgu no; 9, 11, 12 ve 14) +2 yoğunlukta mikroglial HMGB1 

görülürken, boyanmaların genelde çekirdek ve sitoplazmada birlikte olması dikkati 

çekti. 15 nolu subakut olguda mikrogliadaki yoğunluk +1 olarak derecelendirildi. 
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Kronik olguların sadece birinde (olgu no:13) mikrogliada hafif HMGB1 

immunopozitiflik elde edildi (Tablo 4.2). 

 

 
Şekil 4.21. Akut bir olguda, mikroglia hücrelerinde HMGB1 ekspresyonu (ok), a: CD11b ekspresyonu, 

FITC, b: HMGB1 ekspresyonu, Rodamin, c: DAPI çekirdek boyası, d: Birleştirilmiş 
(merged), CD11b pozitif hücrede HMGB1 immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun, ikili 
immunfloresan yöntem 

  Astrositlerde HMGB1 ekspresyonu (HMGB1 ve GFAP için ikili 

immunflouresan boyama) 

Altı adet akut olgudan birinde (Olgu no; 4) lezyonların içerisinde GFAP-pozitif 

astrosit’e rastlanmadı. Birinde (olgu no; 2) GFAP pozitif hücrelerin hiçbirinde 

HMGB1 için immun reaksiyon gözlenmedi. Kalan dört akut olgudan 1 ve 8 nolu 

olgularda GFAP-pozitif astrositlerde +2 şiddetinde, diğer iki olguda ise +1 şiddetinde 

HMGB1 pozitifliği saptandı (Şekil 4.22). Akut olgularda astrositlerdeki HMGB1 

ekspresyonunun hem sitoplazmik hem de nuklear olduğu dikkati çekti. Subakut 

olgulardan birinde (olgu no; 9) +2 yoğunlukta HMGB1 boyanması görülürken, geri 

kalan dört olguda astrositlerdeki HMGB1 boyanması +1 olarak derecelendirildi. 

Subakut iki olguda (olgu no; 9 ve 12) HMGB1 boyanması astrositlerin sadece 



55 
 

çekirdeklerinde görülürken (Şekil 4.22), diğer iki subakut olguda bazı astrositlerde 

çekirdekte, bazı astrositlerde sitoplazmada boyanma görüldü. Dört adet kronik 

olgunun sadece birinde (olgu no; 6) astrositlerde HMGB1 görülürken, yoğunluk +1 

olarak derecelendirildi. Bu olguda boyanmanın çoğunlukla sitoplazma ve çekirdekte 

olduğu görüldü (Tablo4.2). Kontrol dokuların hiçbirinde GFAP pozitif hücrelerde 

HMGB1 immunoreaktivitesine rastlanmadı (Şekil 4.23). 

 

Şekil 4.22. Astrositlerde HMGB1 ekspresyonu (ok), a: Aynı hücrelerde GFAP pozitif astrositler, FITC. 
b: HMGB1 için çoğunlukla nuklear boyanma, rodamin c: DAPI çekirdek boyaması, 
d:Birleştirilmiş foroğraf (merged), astrositlerde nüklear HMGB1 immunreaktivitesi (ok), 
Rombensefalon, koyun, ikili immunfloresan yöntem. 
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Şekil 4.23. a: Kontrol dokuda, GFAP pozitif astrositler, FITC, b: Aynı alanda HMGB1 negatif 
immunreaksiyon, Rodamin c: çekirdek boyaması, DAPI, d:Birleştirilmiş foroğraf 
(merged), Astrositlerde negatif HMGB1 immunreaksiyon (ok), Rombensefalon, koyun, 
ikili immunfloresan yöntem. 
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5. TARTIŞMA 

Listeriosis evcil hayvanlar arasında ruminantlarda önemlidir ve listerial 

ensefalitis hemen hemen sadece erişkin ruminantlarda gözlenir. Bununla birlikte 

patogenezisi tam anlaşılamamıştır. Listerial ensefalitisin patogenezisinde, etken ağız 

boşluğundaki sinir uçlarına girer ve kranial sinirlerde retrograd aksonal taşınma 

yoluyla MSS’ne ulaşır. Trigeminal ve diğer kranial sinirler beyin sapında sonlanır. 

Böylelikle L. monocytogenes beyin sapında (pons, medulla oblongata) lokalize olur. 

Sinir uçlarına giriş mekanizması tam olarak bilinmeyen etkenin, in vitro sistemlerde, 

endositoz ve endositik veziküller yoluyla tipik olarak fagositik olmayan hücrelere 

girdiği deneysel olarak gösterilmiştir. Listeria antijeni beyne ilk girdiğinde nöronlarda 

çoğalarak hücreden hücreye yayılır. Deneysel olarak L. monocytogenes’in nötrofiller, 

makrofajlar, fibroblastlar, endotelyal hücreler, nöronlar ve mikroglial hücreler dahil 

çeşitli sinir hücrelerini enfekte ettiği gösterilmiştir. Doku hasarının mekanizması ise 

tam olarak aydınlatılamamıştır. Nöronların ve aksonların hasarı, muhtelemelen, 

listeriolizin ve lipazların etkisi ile farklı  yangısal süreçler sonunda şekillendiği 

düşünülmektedir (Cantile ve Youssef, 2016). 

Listerial ensefalitiste hastalık için patognomik olan histopatolojik bulgular 

çoğunlukla beynin rombensefalon bölgesinde tanımlanmıştır (Di Palma vd., 2012; 

Disson ve Lecuit, 2012; Dreyer vd., 2016; Haligur vd., 2019; Oevermann vd., 2010b). 

Çalışma için arşivden seçilen beyinlerin tamamında patognomonik histopatolojik 

bulgular yine bu bölgede görülmüştür. Tanımlanan mikroapseler ve perivasküler hücre 

infiltrasyonları şeklindeki bulgular sunulan çalışmadaki tüm olgularda da 

gözlenmiştir.  

Listerioziste şekillenen lezyonlar, lezyonun süresine, mikroapsenin 

büyüklüğüne, perivasküler hücre infiltrasyonunun yapısına göre sınıflandırılmıştır. Bu 

sınıflandırmaya göre, beyinde çoğunlukla,  nötrofil lökositlerin baskın hücreler olduğu 

(tip 1 mikroapse) olgular akut ensefalitis olarak, buna karşın çoğunlukla makrofajların 

baskın olduğu lezyonları içeren (tip 2 mikroapse) olgular kronik ensefalitis olarak 

evrelendirilmiştir. Mikroapselerde nötrofil ve makrafajların birlikte olduğu 

lezyonların çoğunlukta olduğu olgular ise subakut ensefalitis kategorisinde 

değerlendirilmiştir (Oevermann vd., 2010a). Bu gruplandırmaya göre sunulan 

çalışmada arşivden rastgele seçilen listerial ensefaltis olgularından 6 adet olgu akut, 

5’i subakut, 4 adedi ise kronik ensefalitis olarak değerlendirilmiştir.  
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Mikroapse oluşumları yanında ağırlıklı olarak lenfositler, makrofajlar ve daha 

az sayıda plazma hücresi ve nötrofillerden oluşan perivasküler hücre infiltrasyonları 

çoğunlukla mikroapselerin yoğun olduğu alanlara komşu bölgelerde gözlenmiştir. 

Perivasküler hücre infiltrasyonları sadece kronik ve subakut ensefalitisi olan 

hayvanlarda değil, aynı zamanda akut ensefalitis olarak değerlendirilen olgularda da 

saptanmıştır. Bununla birlikte, bu tarzdaki perivasküler manşetleri oluşturan hücre 

kalınlığı, akut olgulara nazaran daha fazla olarak sırasıyla kronik ensefalitis ve subakut 

ensefalitis olgularında görülmüştür. Yapılan çalışmadaki bu tarz bulgular daha önce 

yapılan Oevermann vd. (2010a) ve Headley vd. (2014)’in çalışmaları ile uyumlu 

bulunmuştur. Perivasküler infiltrasyonlara rağmen, in vitro çalışmalarda bakterinin 

insan beyin mikrovasküler hücreleri ile umbilikal ven endotel hücrelerini internalin B 

aracılığı ile enfekte edebildiği bildirilmiştir ve bu hücrelerde bakteri aktin kuyruk 

oluşumuyla ve hücreden hücreye yayılmak suretiyle yaşayabildiği, çoğaldığı ve 

hareket ettiği saptanmıştır (Parida, vd., 1998). Bununla birlikte in vivo olarak, bakteri 

beyin mikrovasküler endotel hücrelerinde lokal bir enfeksiyona neden olmak yerine 

hücreden hücreye hızlıca geçiş yapması nedeniyle, listerial ensefalitiste yaygın bir 

vaskülitis görülmediği bildirilmiştir (Disson ve Lecuit, 2012). Buna karşın nadir 

olgularda vaskülitisin şekillendiğini bildiren çalışmalar da mevcuttur (Miller ve 

Zachary, 2017; Oevermann vd., 2010a). Sunulan bu çalışmada rombensefalon 

bölgesinde perivasküler hücre infiltrasyonları gözlenmekle beraber, hiçbir olguda 

vaskülitise ait lezyonlara rastlanmamıştır. 

Çalışmada, listeria antijeninin MSS’ndeki dağılımını incelemek amacıyla 

immunohistokimyasal metot uygulanmış ve 15 adet olgudan 6 tanesinde antijen 

immunopozitif reaksiyon elde edilmiştir. Çalışma materyallerini arşiv parafin bloklar 

oluşturmuş olup, parafin bloğun yaşı, fikzasyon süreleri gibi immunohistokimyasal 

boyamalarda reaksiyonu doğrudan etkileyen faktörlerin farklılık gösterdiği 

kaydedilmiştir. Seçilen parafin bloklardan hazırlanan kesitlerde, immunreaksiyonların 

her olguda görülmemesi, parafin bloğun yaşına ve muhtemel uzamış fikzasyon 

sürelerine bağlı olabileceği düşünülmüştür. Listeria antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal boyamalarda araştırıcılar medulla oblongata, pons, beyin kökü 

ve thalamusda en yoğun immunoreaksiyonları görmüşlerdir. Daha az yoğunlukta 

serebrum ve serebellumda da antijenin varlığı immunohistokimyasal olarak 

gösterilmiştir (Campero vd., 2002; Haligür vd., 2019; İlhan vd., 2012; Loeb, 2004; 
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Karayiğit ve Dinçel, 2020). Poliklonal listeria antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal teknikte etken; glial/meningeal hücrelerde, nöronlarda, 

perivasküler mononüklear hücrelerde, nekrotik alanlar ve mikroapse alanlarındaki 

nötrofil ve makrofajların sitoplazmalarında veya bu alanlarda ekstraelüler yerleşimli, 

çubuk, sirküler veya oval (Campero vd., 2002; Loeb, 2004), pleomorfik, yuvarlak 

(İlhan vd., 2012), diffuz veya granüler (Karayiğit ve Dinçel, 2020) şekilde 

saptanmıştır. Literatürle uyumlu olarak, sunulan çalışma olgularında rombensefalon 

bölgesinde, listeria antijeni için en yoğun immunohistokimyasal reaksiyon, baskın 

olarak mikroapselerde olmak üzere, nekrotik alanlar, meningeal alan, perivasküler 

manşetlerde, nöron ve makrofajlarda sitoplazmik veya ekstraselüler yerleşimli çubuk 

ya da yuvarlak şekilde görülmüştür. Ancak Campero vd. (2002)’nin çalışmalarında 

belirttikleri gibi, nötrofil içermeyen yangı alanlarında ve yakınlarındaki perivasküler 

manşette az sayıda fagositin etkeni içerdiği görülmüştür.  

Kontamine gıdalarla alınan Listeria'nın, diş eti yaralanmaları gibi patolojik veya 

fizyolojik yaralar yoluyla oral mukozal bariyeri aşması muhtemeldir. Oral mukozayı 

istila ettikten sonra, bakteriler trigeminal sinirler ile aksonlar yoluyla beyne ulaşır. 

Deneysel enfeksiyonlarda Listeria’nın kan-beyin bariyerini aşabileceği de ifade 

edilmektedir. Buna karşın, doğal olarak şekillenen listerial ensefalitiste etkenin 

spesifik dağılımı, hematojen bir enfeksiyon ile tutarsızdır. Gebe ruminantlara 

intravenöz veya oral olarak verilen etken intrauterin enfeksiyona neden olmakla 

beraber nadiren intrakraniyal enfeksiyon oluşturabilir. Ancak bu intrakranial 

enfeksiyon hiçbir zaman listerial ensefalitisteki gibi spesifik dağılımda şekillenmez. 

Gebe bir hayvan ensefalitik listeriosisten öldüğünde, uterus içeriği genellikle sterildir 

(Cantile ve Youssef, 2016). Çalışmada incelenen olguların tamamında patognomonik 

histopatolojik bulguların yoğun olarak beynin rombensefalon bölgesinde görülmesi ve 

listeria antijeni ile yapılan immunohistokimyasal boyamalarda endotel hücrelerinde 

immunreaksiyon görülmemesi, bakterinin beyni hemotojen yolla enfekte edebileceği 

fikrini desteklememektedir. Yapılan bu çalışmada, HMGB1 proteini, kontrol beyin 

dokularında endotel hücrelerinin nükleuslarında hafif düzeyde ifade edilmişken, 

listerial ensefalitisli olgularda MSS endotel hücrelerinin özellikle sitoplazmalarında 

yüksek ifadesi görülmüştür. Burada sunulan veriler beyin mikrovasküler endotelinden 

HMGB1 ifadesinin, listerial ensefatis sırasında MSS’ne lökosit alımını 

kolaylaştırmada önemli bir rol oynayabileceği fikrini düşündürmüştür.  
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HMGB1 proteinin çeşitli çalışmalarla otoimmun hastalıklarda, kanserde, travma 

ve yangısal enfeksiyonlarda önemli bir biyobelirteç olabileceği ortaya konmuştur 

(Paudel vd., 2018; Venereau vd., 2016; Wang vd., 2019). Son yıllarda çeşitli yangısal 

hastalıklarla bağlantılı proinflamatuar bir sitokin olarak ve anti-inflamatuar terapinin 

bir hedefi olarak düşünülmüştür (Andersson vd., 2018). Bununla birlikte bu proteinle 

ilgili çalışmaların artmasıyla elde edilen veriler doğrultusunda, HMGB1 birçok 

hastalıkta kullanılacak ilaçlar için hedef protein olarak tanımlanmış ve bu DAMP'ın 

klinikteki önemini göstererek, mevcut ilaçları iyileştirmek için yeni bir perspektif 

açmıştır (Vénéreau ve ark., 2016). Yapılan bu çalışma ile veteriner hekimlikte sınırlı 

sayıda araştırmaya (Duan vd., 2014; Furukawa vd., 2011) konu olan HMGB1 

proteininin, koyunların listerial ensefalitisinde lezyonların oluşum sürecinde 

ekspresyonu araştırılmıştır. 

HMGB1 hem nükleer bir faktör, hem de salgılanan bir proteindir. Biri nekrotik 

ve hasarlı hücrelerden pasif salınımı, diğeri ise immuno-kompetent hücrelerden aktif 

salınmayı içeren iki mekanizma yoluyla hücrelerden salınır. HMGB1’in, son 

zamanlarda çeşitli yangısal hastalıklarla ilişkili bir proinflamatuar sitokin olarak görev 

yaptığı gösterilmiştir. Nekrotik hücre ölümüne uğrayan hücreler tarafından pasif 

olarak serbest bırakıldığında bir DAMP olarak işlev görmektedir (Scaffidi vd., 2002).  

Çoğu hücrede HMGB1 çekirdekte lokalizedir. Kromatinde, nükleoprotein 

komplekslerinin bölgeye özgü DNA bağlayıcı proteinler tarafından birleştirilmesini 

kolaylaştıran bir faktör olarak görev yapar (Hock ve ark., 2007). Bu çalışmada normal 

koyun beyninde, oligodentrositlerin ve mikrogliaların çekirdeklerinde HMGB1 

gözlenmiştir. Bununla birlikte listerial ensefalitisli beyinde oligodentrosit, astrosit ve 

mikrogliada sitoplazma ve çekirdekte birlikte görülmüştür. Son zamanlarda 

HMGB1’deki yüksek oranda korunmuş üç sistemin kolayca oksitlendiği ve bunun 

HMGB1 yapısında değişikliklere sebep olmasıyla sitoplazmada birikmesine neden 

olduğu bildirilmiştir (Hoppe ve ark., 2006). Bu aktif HMGB1 salgılanması iki aşamada 

gerçekleşir. HMGB1 A ve B kutu alanlarında bulunan liziner asitlerin JAK/STAT1 ile 

regüle edilen hiperasetilasyonundan sonra çekirdekten sitoplazmaya translokasyona 

uğrar (Lu ve ark., 2014). Endoplazmik retikulum için bir sinyal peptidinden yoksun 

olduğundan, bu birikmiş HMGB1 lizozomlar tarafından hücre dışına salınabilir. 

Dahası hücre dışı HMGB1 bir proinflamatuar sitokin olarak işlev görebilir ve yangıyla 

ilgili hücreleri aktive ederek diğer sitokinlerin salınmasına ve beyin hasarının 
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şiddetlenmesine neden olabilir (Kim ve ark., 2006; Kim ve ark., 2008). Hastalığın 

süresi ilerledikçe HMGB1’in ekspresyonunun azalması, hücrede tükenmesinden ya da 

ekstraselüler boşluktan dolaşımla uzaklaştırılmasından kaynaklanabileceğini 

düşündürmektedir. Akut olgularda hücrelerin çekirdeklerinde görülen yoğun HMGB1 

imunreaktivitesinin, subakut ve kronik olgularda azalması listerial ensefalitisli beyinde 

HMGB1’in hücre dışı ortama büyük ölçüde salındığını düşündürmektedir.  

HMGB1’in enfeksiyonlar sırasında aktif olarak hangi hücreler tarafından 

salındığını gösteren az sayıda çalışma vardır. MSS’nde listerial ensefalitis ve HMGB1 

protein ilişkisini ele alan in vivo veya in vitro herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Ancak, in vitro olarak yapılan bir çalışmada mikobakteriyel enfeksiyonda makrofajlar 

ve monositik hücrelerde aktif bir şekilde salındığı gösterilmekle birlikte, doku veya 

hücresel hasarın bir sinyali olarak hareket edebileceği ve bağışıklık tepkisini 

arttırabileceği sonucuna varılmıştır (Grover vd., 2008). Dzaman vd. (2015) HMGB1 

ve RAGE’nin kronik rinosinüzitis vakalarındaki ekspresyonu ve işlevini araştırdıkları 

çalışmalarında, kontrol grubu ile hasta grup arasında immunpozitiflikte bir fark 

görememişlerdir. Hernandez-Pando vd. (2015) deneysel tüberkülozda HMGB1'in 

kinetiğini, hücresel kaynaklarını ve işlevini belirlemek için yaptıkları çalışmalarında 

enfeksiyonun geç safhalarında enfeksiyonun ilk gününden sonra hızlı ve yüksek bir 

HMGB1 salgısı görmüşlerdir. Ardından üçüncü günde keskin bir düşüş ve yedinci 

günde tekrar arttığını ancak birinci günden üç kat daha az ve hafif konsantrasyonda 

olup, hastalığın geç dönemlerine kadar sürekli olarak sürdürüldüğünü kaydetmişlerdir. 

Bu deneysel çalışmada, HMGB1'in özellikle erken enfeksiyon sırasında hava yolu 

epitelinden hızla serbest kaldığını göstermişlerdir. Dzaman vd. (2015) ve Hernandez-

Pando vd. (2015) ‘nın sonuçlarıyla uyumlu olarak yapmış olduğumuz bu çalışmada 

astrosit ve oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonunda akuttan kroniğe doğru bir 

azalma görülse de mikrogliada dalgalı bir seyir görülmüş ve hücrelerin ifade ettikleri 

HMGB1 düzeyleri ile zaman bağımlı bir ilişki kurulamamıştır. Yine in vivo bir 

çalışmada nekrotik olmayan koşullar altında, insan dendritik hücre ve T hücre 

kültüründe, Dengue virus enfeksiyonunun kültürdeki her iki hücrede de HMGB1 

ekspresyonunu artırdığını ve kontrollerde sadece çekirdekte olan HMGB1 

ekspresyonunun, enfekte hücrelerde hem nukleus hem de sitoplazmik olarak arttığı 

bildirilmiştir (Kamau vd., 2009). Newcastle hastalık virusu ile yapılan bir çalışmada 

(Qu vd., 2018), HMGB1’in tavukların çoğu dokusunda yaygın olarak ifade edildiğini 
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ve bu proteinin Newcastle hastalığı virüsü ile enfeksiyonda önemli bir yangısal faktör 

olduğu saptanmış olup, enfekte DF-1 ve A549 hücrelerinde sekresyonunun arttığı ve 

HMGB1’in enfekte hücrelerde nukleustan sitoplazmaya yer değiştirdiği bildirilmiştir. 

Diğer bir viral çalışmada, insanların hepatitis C virusu ile enfekte hepatoma hücreleri 

(Huh5.5.1) ve böbrek karsinom hücreleri (HEK293FT)’inde HMGB1 ekspresyonunun 

enfekte hücrelerde nukleustan sitoplazmaya ve daha sonra ekstrasellüler boşluğa yer 

değiştirerek, virus çoğalmasını sınırladığı ve enfeksiyonu bloke ettiği saptanmıştır 

(Jung vd., 2011). İnsan sağlığını etkileyen bir hastalık olarak, Covid-19 ile ilişkili 

şiddetli pulmoner enfeksiyonda ekstrasellüler HMBG1’in tedavi amaçlı bir hedef 

olabileceği öngörülmüştür (Andersson vd., 2020). Bu çalışmaya göre, sitokin fırtınası 

sırasında aşırı hücredışı HMGB1 düzeylerinin doku hasarı ve organ disfonksiyonuna 

neden olduğu ve bu hastalıkta HMGB1’in tedavi amaçlı bir hedef olabileceği ifade 

edilmektedir.  HMGB1’in fungal hastalıklardaki rolünü araştıran bir çalışmada (Wang 

vd., 2020), insan ve fare modeli Candida albicans enfeksiyonunda HMGB1 

ekspresyonunu arttığı saptanmış ve enfeksiyonda HMGB1 inhibitörü etil prüvat 

kullanımının HMGB1 ekspresyonunu ve salınımını bloke ederek, bu enfeksiyondan 

kaynaklanan ölüm oranlarını azalttığı saptanmıştır. Sonuçta HMGB1’in invaziv C. 

albicans enfeksiyonunda etkili diagnostik ve teröpatik bir hedef olabileceği 

bildirilmiştir. 

Çalışmamızda, HMGB1’in ekspresyonunu değerlendirmek için yapılan 

immunohistokimyasal boyamalarda, listerik ensefalitisli olgularda nöron 

sitoplazmalarında HMGB1 ekspresyonunun kontrol beyin dokularına göre daha fazla 

olduğu görülmüştür. Gao vd.,(2020)’nin ratlarda, nöron kaynaklı HMGB1’in kokaine 

bağlı davranışlar üzerindeki rolünü araştırdıkları çalışmalarında, kokain verilen 

ratlarda çalışmamızla benzer şekilde sitoplazmada immunreaktivite görmüşlerdir. 

Bununla birlikte hücre dışı HMGB1’in kısmen nöronlardan kaynaklandığını 

bildirmişler ve kokainin nöronal sitoplazmada ve hücre dışı yerde HMGB1'in artışını 

indüklediği sonucuna varmışlardır. Yapılan çalışmada, listerial ensefalitisli olgularda 

nöronlardaki yüksek HMGB1 ekspresyonu, listerianın nöronlarda HMGB1’in 

ekspresyonunu indüklediğini düşündürmüştür. İntrasitoplazmik HMGB1 

immunreaktivitesinin akut vakalarda yüksek olması daha önce yapılan çalışmalarda 

(Gao vd., 2020; Kim vd., 2008) HMGB1’in nöronlardan aktif olarak nükleusundan 

sitoplazmaya geçişiyle açıklanmıştır. Kronik olgularda nöron sitoplazmasındaki 



63 
 

yüksek immunoreaksiyon ise nekrotik hücrelerden pasif salınım olasılığını 

düşündürmüştür.  

Kim vd. (2008) postiskemik rat beyninde HMGB1’in subselüler 

lokalizasyonunu inceledikleri çalışmalarında, endotelyal hücrelerde indüklendiğini 

göstermişlerdir. Mullins vd. (2004) HMGB1’in insan umbilikal ven endotelyal 

hücreleri tarafından salındığını bildirmişlerdir. Nishibori vd., (2020) HMGB1 ile kan-

beyin bariyerinin bozulması ve beyin yangısı arasında bir ilişki olduğunu bildirmişler, 

beyin yangısı sırasında anti-HMGB1 antikorlarının kullanılmasının kan beyin 

bariyerinin bozulmasını engellediği sonucuna varmışlardır. Sunulan çalışmada 

HMGB1’in, listeria pozitif vakalarda, MSS endotel hücrelerinin nükleus ve 

sitoplazmalarında kontrol gruplarına göre oldukça yüksek oranda ekspresyonu 

görülmüştür. Bu durum koyunlarda listerial ensefalitisin patogenezisinde ve 

muhtemelen kan beyin bariyerinin bozulmasında endotelyal HMGB1’in önemli 

olabileceğini düşündürmüştür.  

Yumuşak dokuda yangının geliştiği şiddetli bakteriyel enfeksiyonlarda ilgili 

bölgede HMGB1 bol miktarda bulunur ve HMGB1 seviyesi ile enfeksiyonun 

sonucunun ciddiyeti arasında bir ilişkili olduğu bildirilmektedir (Johansson vd., 2014). 

İmmunohistokimyasal inceleme sonuçlarına göre hedef proteinin en yoğun olarak 

mikroapse alanlarında ve buradaki makrofajlarda görülmesi, şiddetli olgularda 

bölgedeki salınımının arttığını göstermektedir. İncelenen hücrelerden en az HMGB1 

salınımı mikroapse alanları ve perivasküler manşetlerdeki nötrofillerde olmuştur. Akut 

mikroapse alanlarında baskın olarak görülen nötrofillerde hafif düzeyde nüklear 

HMGB1 ekspresyonu saptanmıştır. Huang vd. (2017) yaptıkları çalışmada steril yangı 

sırasında nötrofillerdeki HMGB1’in, nötrofil hücre dışı tuzaklarının (NETs) 

oluşumundaki baskın rolünü göstermişlerdir. Steril yangıda ve bakteriyel 

enfeksiyonlarda nötrofillerden salınım oranının farklılık gösterebileceği 

düşünülmüştür. Bununla birlikte, steril yangı ve enfeksiyöz ajana bağlı yangıda farklı 

sinyal yolaklarının yangıyı başlatabileceği düşünülmektedir. Diğer taraftan yangının 

geç mediatörü olarak bilinen HMGB1’in, yangı alanına ilk gelen hücreler olan 

nötrofillerden sınırlı salınımı ise şaşırtıcı olmaz. Johansson vd. (2014) çalışmalarında  

Streptoccus pyogenes’ten kaynaklı şiddetli yumuşak doku enfeksiyonunda yaptıkları 

ikili immunofloresan yöntemde nötrofil ve HMGB1’in ortak lokalize olmadığını 

göstermişlerdir. Akut yangı alanındaki bazı nötrofillerin nükleuslarında hafif düzeyde 
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ifade ettiklerini gördüğümüz HMGB1’in, steril yangıda olduğu gibi NETs oluşumunda 

rolü olabileceği düşünülmüştür. 

Kemotaktik ajanlar muhtemelen yangı odakları içindeki üretim alanlarından 

yayılan kemokinler tarafından oluşturulur. Astrositler ve resident mikroglia dahil 

olmak üzere aktive edilmiş glial hücreler, yabancı antijenleri tanıyan T lenfositler 

tarafından üretilen sitokinlere yanıt olarak yangı alanlarında kemokin ağları oluşturur. 

Antijen tipine ve patojenitesine bağlı olarak, yangısal yanıt çözülür (iyileşir) veya 

kronik bir faza ilerler (Miller ve Zachary, 2017). Proinflamatuvar bir sitokin olan 

HMGB1’in, MSS’nin yangısal yanıtında rol alan hücrelerdeki ekspresyonunun 

gösterildiği az sayıda çalışma mevcuttur. Frank vd. (2015) glikokortikoidlerin 

mikrogliadan HMGB1 sentezini ve salınımını indükleyerek bir alarm olarak işlev 

görebileceğini bildirmişlerdir. Kim vd. (2008) post-iskemik rat beynini inceledikleri 

çalışmalarında, mikroglia, oligodentrosit ve astrositlerde HMGB1’in indüklendiğini 

ikili immunohistokimyasal metot ile göstermişlerdir. 

Listerial ensefalitiste HMGB1’in hücresel bazda ekspresyonunu değerlendirmek 

üzere morfolojik olarak ayrımları güç olan glial hücreler için ikili immunfloresan 

yöntem kullanılmıştır. Hedef proteinin hangi hücre tipinde ve lokalizasyonda 

olduğunu değerlendirdiğimiz bu çalışmada, HMGB1’in lezyonların zamanına bağlı 

olarak, DAMP’ların MSS’deki ana hedefi olan üç glial hücre olan oligodentrositler, 

astrositler ve mikroglia hücreleri bazında incelendi. Bütün olgular temelinde HMGB1 

immunreaktivitesi en yoğun olarak sırasıyla mikroglialar, oligodentrositler ve 

astrositlerde elde edildi. Lezyonun zamanına göre HMGB1 ekspresyonu 

incelendiğinde, akut olgularda en yoğun oligodentrositlerde, subakut ve kronik 

olgularda ise en yoğun mikroglialarda ifade edildiği görüldü. Choi ve Kim (2017) 

yaptıkları çalışmada HMGB1’in iskemiye bağlı beyaz maddedeki hasar ile ölmekte 

olan oligodentrositlerden salındığını göstermişlerdir. Bununla birlikte Kim vd. (2008) 

post-iskemik rat beynini inceledikleri çalışmalarında, reperfüzyondan hemen sonra 

HMGB1 immunorekativitesini oligodentrosit benzeri hücrelerin sitoplazmalarında ve 

bazı hücrelerin çekirdekleri yanında, baskın olarak nöronlarda ve mikrogliada 

saptamışlar, reperfüzyon sonrası HMGB1 ekspresyonunun ilk dört saatte maksimum 

seviyeye ulaştığı, sonrasında düşüş eğilimine girdiğini bildirmişlerdir. Sunulan 

çalışmada enfeksiyonun başlangıcı ile hayvanın ölümü arasında geçen süre 

bilinmemekle beraber, listerial ensefalitisin akut lezyonları ile subakut ve kronik 
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lezyonları arasında HMBG1 ekspresyonu karşılaştırıldığında, akut lezyonlarda en 

yoğun olarak oligodentrositlerde, subakut ve kronik lezyonlarda ise en yoğun şekilde 

mikroglialarda ifade edildiği gözlenmiştir. Yapılan son çalışmalar oligodentrositlerin 

immün aktivasyonu, yangı sırasında mikroglia tepkisini şekillendirmede önemli bir rol 

oynayabileceğini göstermiştir (Boccazzi vd., 2021). Akut olgularda HMGB1’in, 

oligodentrositlerden yoğun ekspresyonunun mikroglialarda immun yanıtı 

şiddetlendirebileceğini düşündürmüştür. 

HMGB1’in subselüler yerleşimi proteinin fonksiyonu ile doğrudan ilişkilidir. 

Çalışmamızda oligodentrositlerde, akut olgularda daha çok nüklear ve sitoplazmik 

iken kronik olgularda daha çok sitoplazmik yerleşimli olduğu görülmüştür. İkili 

immunfloresan teknikte, kronik vakalarda hücrelerdeki en düşük ekspresyonu 

proteinin ekstraselüler bölgeye salınmış olabileceğini düşündürmüştür. 

Merkezi sinir sistemini etkileyen hastalıklar insanlarda ve hayvanlarda yüksek 

mortalite ile seyreder (Oeverman vd., 2010b). Beynin karmaşık yapısından dolayı 

birçok yangısal ve dejeneratif hastalığın patogenezi henüz aydınlatılamamıştır. Sinir 

sistemini etkileyen hastalıklarda HMGB1’in rolünün incelendiği sınırlı sayıda çalışma 

bulunmaktadır. MSS’nde HMGB1 ile ilgili yapılan çalışmalar, büyük ölçüde 

HMGB1’in bağışıklık fonksiyonuna odaklanmıştır. Crews vd. (2013) çalışmalarında 

alkol bağımlılığında HMGB1’in beyin nöroimmun aktivasyonunu arttırdığını ortaya 

koymuşlardır. Frank vd. (2016a) yetişkin Sprague-Dawley ratlarında HMGB1’in, 

hasarlı nöronlardan salınması yolu ile metamfetaminin nöroinflamatuar etkilerine 

kısmen aracılık ettiğini göstermişlerdir. Frank vd. (2016b), HMGB1’in moleküler 

formları olan fr-HMGB1 ve ds-HMGB1’in nöroinflamatuar etkilerinin yanı sıra 

bağışıklık tehdidine karşı nöroinflamatuar ve mikroglial yanıtı hazırlama yeteneğini 

inceledikleri çalışmalarında, ds-HMGB1'in bir bağışıklık tehdidine karşı mikroglial 

proinflamatuar yanıtı doğrudan güçlendirdiğini göstermişlerdir. Benzer şekilde, Frank 

vd., (2015)’nin bir diğer çalışmalarında, HMGB1'in strese bağlı nöroinflamasyonda 

rolü olduğunu ve bağışıklık tepkisini güçlendirerek önemli bir hayatta kalma avantajı 

sağlayabileceği bildirilmiştir. İskemi sonrası rat beyninin incelendiği deneysel bir 

çalışmada, HMGB1'in iskemik beyinde parakrin ve otokrin bir şekilde sitokin benzeri 

bir araç olarak işlev gördüğü gösterilmiştir (Kim vd., 2008). Bahsedilen çalışmalara 

benzer şekilde, çalışmamızda kontrollere göre artan düzeyde HMGB1 

ekspresyonunun, koyunların Listeria ensefalitisinde kemotaktik ve proinflamatuvar 
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etkisi ile beyinde şekillenen lezyonların oluşum sürecinde HMGB1’in rolü olduğu 

düşünülmüştür.   

Bakteriyel enfeksiyonlarda, HMGB1’in rolünün incelendiği çalışmalarda 

genellikle proteinin artan düzeyleri ile hastalığın prognozu ilişkilendirilmiştir. Şiddetli 

bakteriyel yumuşak doku enfeksiyonunun lokal bölgesinde, HMGB1’in bol miktarda 

bulunduğu ve dokudaki seviyelerinin enfeksiyonun şiddeti ile korelasyon gösterdiği 

ortaya konulmuştur (Johansson vd., 2014). Araştırmacılar tüberkülotik meningitis’li 

kişilerin serobrospinal sıvısında HMGB1’in mevcut olduğunu ve bu durumun 

MSS’indeki yangıyı yansıttığı sonucuna varmışlardır (Chen vd., 2016). Benzer 

şekilde, sütte HMGB1 konsantrasyonu ile mastititisin şiddeti arasında korelasyon 

olduğu ortaya konulmuştur (Furukawa vd., 2011). Heinola vd. (2013) sığırların kronik 

osteoartritisini inceledikleri çalışmalarında hastalığın şiddeti arttıkça kondrositlerin 

sitoplazmasında daha fazla ifade edildiğini göstermişlerdir. Araştırmacılar, bazı 

hastalıklarda HMGB1’in prognozu belirlemedeki rolünü daha az güvenilir 

bulmuşlardır. Bu duruma örnek olarak, Karlsson vd. (2013) piyometralı köpeklerde 

sistemik HMGB1 konsantrasyonunun önemli ölçüde arttığını ortaya koymakla 

birlikte, hastalığın şiddetini tespit etme potansiyelini sınırlı olarak görmektedirler.   

Enfeksiyoz hastalıklarda hastalığın prognozunu etkileyen en önemli unsurun 

konakçı immun yanıtının olduğu bilinmektedir. İnsanları etkileyen SARS-Cov-2 

enfeksiyonunda da konakçıda oluşan sitokin fırtınasının hastalığa bağlı ölümlerde son 

derece etkili olduğu vurgulanmaktadır. Sitokin fırtınasının konakçıda yol açtığı hasar 

geri dönüşümsüz olarak doku hasarına neden olmakta ve konakçıda şekillendiği organ 

ve dokuya bağlı olarak semptomlara ve hatta mortaliteye neden olmaktadır. Eksojen 

HMGB1, alveolar epitel hücrelerinde SARS-CoV-2 giriş reseptörü olarak tanımlanan 

ACE2'nin ekspresyonunu indüklediği ortaya konulmuştur. Bu nedenle, HMGB1 

inhibitörleri, COVID-19 hastalarının tedavisi için umut verici ilaç adayları olarak 

görülmektedir (Chen vd., 2020). Bu yönüyle oldukça güncel bir araştırma alanı bulan 

doğal bağışıklığın önemli elemanları olan sitokinler, hem hastalıkların patogenezini 

anlamada hem de onlara karşı terapötik mücadelede daha seçici olarak hedef 

gösterilmektedir. (Chen vd., 2020; Street, 2020). Listerial ensefalitiste beyinde 

şekillenen lezyonların hasara bağlı sitokinlerin sekonder etkisi olabileceği 

düşünülmekte birlikte tam olarak açıklanamamıştır. Bu yönüyle yapılan çalışmada 

proinflamatuvar bir sitokin olan HMGB1’in listerial ensefalitiste hücrelerden salınımı 
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gösterilmiş, lezyonların oluşum sürecinde katkısı olabileceğini düşündürmüştür. 

HMGB1 nötralizasyonu, gen silme stratejileri veya kimyasal ajanlarla 

HMGB1’in fonksiyonlarının engellendiği çalışmalar, proteinin biyolojik süreçlerdeki 

rolünü göstermesi bakımından dikkat çekicidir. Volmari vd., (2019), gen silme 

stratejisi ve nötralizan antikorlar kullanarak, karaciğerde nekroz sonrası HMGB1'in, 

listeria ile orta dereceli şiddetli enfeksiyon sırasında patojen savunması için 

vazgeçilmez olduğunu göstermişlerdir. Bu çalışma, HMGB1’in, Listeria 

monocytogenes'e karşı doğal bağışıklık tepkilerini kontrol etmesi bakımından sepsis 

için terapötik bir strateji olarak HMGB1 nötralizasyonuna karşı çıkmaktadır. Gao vd., 

(2020) glycyrrhizin, carbonexolone ve gen nakavt ile yaptıkları HMGB1 blokajlarının 

MSS nöronlarında bir etkiye neden olmadığını göstermişlerdir. Wang vd., (2020) C. 

albicans enfeksiyonunda HMGB1 ve etil prüvat (EP)'ın rolünü araştırdıkları 

çalışmalarında, EP uygulamasının, HMGB1 seviyelerini inhibe ettiği, doku hasarını 

azalttığı ve hayatta kalma oranlarını arttırdığını bildirmişlerdir. Listerial ensefalitiste  

HMGB1’in bazı hücrelerden salınımını gösterdiğimiz çalışmamızın sonuçları 

enfeksiyonun prognozu için bu proteinin önemli olabileceğini düşündürmüştür. Ancak 

hedef proteinin blokajı ile hastalığın patogenezisindeki değişiklik 

değerlendirilmemiştir. Bu nedenle HMGB1 proteininin blokajı ile hastalıkla mücadele 

stratejisi belirlenmesi durumunda, patojenlere karşı konakçı savunması için HMGB1 

proteinin kritik öneme sahip olduğu da gözardı edilmemelidir. 
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6. SONUÇ 

Ruminantlarda, özellikle koyunlarda ensefalitise neden olan Listeria 

enfeksiyonu dünyanın farklı yerlerinde görülmektedir (Barlow ve McGorum, 1985; 

Bartt, 2000; Belchev, 1979; Braun vd., 2002; Campero vd., 2002; Olivier Disson ve 

Marc Lecuit, 2012; Dreyer vd., 2015; Gudmundsdottir vd., 2004; Haligur vd., 2019; 

Kotzamanidis vd., 2019; Mailles vd., 2011; Oevermann vd., 2010a; Vela vd., 2001; 

Wilesmith ve Gitter, 1986).  Ülkemizde de kalitesiz silajla beslenmenin yapıldığı 

işletmelerde sıklıkla görüldüğü ve önemli ekonomik kayıplara yol açtığı birçok 

çalışmada vurgulanmıştır (Kennerman vd., 2005; Tutuncu vd., 2005).  

Bu tez çalışmasında Listeria ile doğal enfekte koyun beyinlerinde 

proinflamatuvar bir sitokin olan HMGB1 proteinin ekspresyonu gösterilmiştir. Elde 

edilen bulgulara göre, lezyonların oluşum sürecinde nöronlar, oligodentrositler ve 

mikroglial hücrelerde HMGB1 ekspresyonu görülmüştür. Akut olgularda 

oligodentrositlerden, subakut ve kronik olgularda ise mikrogliadan salınımının 

gösterilmesiyle yangıyı modüle ettiği söylenebilir. Astrositlerin bu hastalıkta HMGB1 

ilişkili patogenezisinde çok fazla role sahip olmadıkları sonucuna varılabilir.  

Üç ayrı hastalık veya sendrom olarak görülen Listeriozisin ensefalitis formunda 

doku hasarının mekanizması tam olarak açıklanamamıştır (Cantile ve Youssef, 2016). 

Lezyonların oluşum sürecinde HMGB1 proteininin rolünün incelendiği bir çalışma 

bulunmaması bakımından bu çalışma önem arz etmektedir. Özellikle veteriner 

hekimlik alanında bu proteinin önemini gösteren çok az sayıda çalışma mevcuttur 

(Duan vd., 2014; Furukawa vd., 2011). Bu yönüyle yapılan çalışma veteriner sahada 

hastalıklara yaklaşımda bir farkındalık oluşturması hedeflenmektedir. 

Otoimmun hastalıklar, kanser, travma ve enfeksiyon hastalıklarda hastalığın 

prognozunu belirleyen bir biyobelirteç veya terapötik hedef olarak görülen HMGB1 

proteinini anlamaya yönelik yapılan çalışmalar son yıllarda ivme kazanmıştır 

(Vénéreau vd., 2016). Hücrenin dışına çıktıktan sonra konakçı inflamatuvar tepkilerini 

tetikleyen endojen bir alarmin olarak görev yapan bu protein, bu yönüyle enfeksiyonlar 

sırasında baskılanması ya da indüklenmesi yoluyla hastalıkların tedavisi için 

hedeflenebilir (Hernandez-Pando vd., 2015; Maroso vd., 2010; Paudel vd., 2018; 

Wang vd., 2019).  

Hücre içi HMGB1 biyolojisini düzenlemeye yönelik terapötik müdahaleler için, 
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yine de hücre içi HMGB1 işlevlerinin daha derin bir şekilde anlaşılmasına ve 

araştırılmasına gereksinim duyulmaktadır. HMGB1 antagonistlerinin fonksiyonel 

biyoaktivitesini değerlendirmek ve daha sağlam tahliller oluşturmak için gelecekteki 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  HMGB1'den kaynaklanan MSS’ndeki doku hasarının 

mekanizmasına farklı sinyal yolları da neden olabilir. Bu mekanizmaları anlamak, 

araştırmacıların nöroenflamatuvar hastalıklar için yeni terapötik hedefler keşfetmesine 

yardımcı olabilir. 

HMGB1 aracılı patolojik mekanizmalar büyük ölçüde anlaşılmaz kalmıştır. Bu 

mekanizmaların ortaya konmasının nörolojik hastalıklar için terapötik hedeflerin 

belirlenmesine olanak sağlayabileceği düşünülmektedir. 
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