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OZET

KOYUNLARIN LISTERIAL ENSEFALITISINDE HUCRESEL BAGISIKLIK
YANIT ILE HMGB1 PROTEIN ILISKiSININ BELIRLENMESI
Neslihan AKBULUT TOSUN

Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Patolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Temmuz/2021
Danisman: Prof. Dr. M. Yavuz GULBAHAR

Listeriozis, insan ve hayvanlarda 6liime neden olmasi ve ¢ok yaygin olarak
goriilmesi nedeni ile miicadele edilmesi gereken Onemli bir hastaliktir. Hastalik
hayvanlarda yavru atmaya, merkezi sinir sistemi lezyonlarina ve septisemiye neden
olup, ileriki sathalarda o©liimle sonuc¢lanan hastalik tablosu olusturabilmektedir.
Koyunlarda listeriozisin ensefalitis (rombensefalitis) formunda lezyonlarin 6zellikleri
ve salman sitokinler az sayidaki c¢alismayla gosterilmistir. Bununla birlikte doku
hasarinin patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. HMGB1 (High mobility
group box 1) proteini, MSS dahil bir¢ok organda yangisal dejeneratif lezyonlarin
olugmasinda rol alan bir alarmindir. Bu ¢aligma ile koyunlarda listerik ensefalitisteki
lezyonlarin olusum siirecinde, HMGB 1 ’in rolii hakkinda daha ayrintili bilgi edinilmesi
amaclanmistir.

Calismada, dogal olarak sekillenen listerik ensefalitisli 15 adet koyuna ait
arsivsel parafin bloklar kullanildi. Bes adet normal koyuna ait beyin dokusu ise kontrol
doku olarak incelendi. Dokulardan hazirlanan kesitler hematoksilen-eozin ile
boyanarak, lezyonlar siiresine gore degerlendirildi. Beyinin rombensefalon bdlgesine
ait kesitlerde bakterinin varligi immunohistokimyasal (IHC) olarak gosterildi. Ayni
metotla yapilan boyamalarda rombensefalon bolgesinde ndron, endotel hiicreleri,
makrofaj ve notrofilde HMGBI1 proteinin subseliiler yerlesimi ve yogunlugu
degerlendirildi. Bu kesitlerde HMGB1’in ekspresyonu, oligodentrosit, astrosit ve
mikroglia hiicre belirtecleri ile ikili immunofloresan teknikle incelendi.

HMGBI ekspresyonu en yogun ndron, oligodentrosit, makrofaj ve mikrogliada
gorilmiigiir. Akut olgularda oligodentrositlerden, subakut ve kronik olgularda
mikrogliada HMGBI1 saliniminin daha fazla oldugu saptanmistir. Lezyon siiresine
gore yapilan degerlendirmede akut olgularda hiicre ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda
yogun immunpozitiflik varken, subakut ve kronik olgularda bu hiicrelerdeki
reaktivitesi azalmistir.

Listerial ensefalitiste sekillenen lezyonlarin olusum siirecinde katkis1 bulunan
hiicrelerde HMGB1’in eksprese edildigi goriildi. HMGBI1’in yangisal siireclere
katkida bulundugu ve hastaligin patogenezisinde rol aldig1 diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: 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 Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Pathology
PhD, 2021
Supervisor: Prof. Dr. M. Yavuz GULBAHAR

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. HMGBI1 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 HMGBI 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 HMGBI
protein in the neuron, endothelial cells, macrophage (mikroglia) and neutrophil in the
rhombencephalon region were evaluated with the same method. Expression of
HMGBI in these sections was examined by dual immunofluorescence technique with
oligodendrocyte, astrocyte and microglia cell markers.

HMGBI1 expression was most densely seen in neurons, oligodendrocytes,
macrophages and microglia. HMGBI 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 HMGBI1 is contribute to inflammatory processes and play a
role in the pathogenesis of the listerial encephalitis.

Keywords: Alarmins, encephalitis, HMGBI, sheep. listeriosis.
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1. GIRIS

Listeriozis, ¢evrede saprofit olarak yasayan, ancak zaman zaman memeliler,
keseli hayvanlar, kuslar ve siiriingenler de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli omurgalilarda
hastalik tablosu olusturan, gram pozitif, hiicre i¢i fakiiltatif bir bakteri olan ¢esitli
Listeria tiirlerinden kaynaklanir. Diinya ¢apinda yliksek prevalansi olan, halk sagligin
ilgilendiren, atipik, gida kaynakli (food-born) 6nemli bir hastaliktir. Listeriozis,
meningitis, septisemi ve abort yapmasi bakimindan zaman zaman mortalitesi %20-
30’lara cikabilmektedir. Tiirkiye gibi 6zellikle kiiciikbas hayvanciligt yogun olan
yerlerde listeria enfeksiyonlarindan ileri gelen kayiplar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
durumlara paralel olarak, Listeria cinsi etkenlerin yeni tekniklerle arastirilmasi bir

gereksinim olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Veteriner Hekimlikte listerial ensefalitis hemen hemen sadece ruminantlarda
olugmaktadir ve yeterince fermente olmamis ve pH’s1 5.5’in {lizerindeki silajla yogun
beslenen hayvanlarda ve Ozellikle kis mevsiminde daha yiliksek oranlarda
gortilmektedir (Dreyer vd., 2015; Low ve Donachie, 1997; Oevermann vd., 2010).
Ensefalitik listeriozis, ndropatolojik arastirma verilerine gore bazi iilkelerde kiiciik
ruminantlarin en onemli merkezi sinir sistemi hastalifi olarak gosterilmektedir
(Oevermann vd., 2008). Bununla birlikte hastalifin dogal konakg¢ilarinda ensefalitik
listeriozisin patolojisi ve patogenezisi hakkinda bazi detayli ¢alismalar bulunmaktadir
(Oevermann vd., 2008; Oevermann vd., 2010a; Oevermann vd., 2010b; Otter ve
Blakemore, 1989; Pfister vd., 2002; Potel vd., 1969). In vitro ve in vivo veriler,
bakterinin enfekte olmus lokositler i¢inde kan-beyin veya kan-koroid bariyerleri
lizerinden taginarak veya serbest halde endotel hiicrelerinden dogrudan invazyonu ile
MSS'ne giris potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir. Alternatif olarak
bakterinin trigeminal sinirlerde aksonal transport araciligi ile beyine ulastig1 ortaya
konulmustur. Bununla birlikte beyin lezyonlarinin patogenezisi tam olarak
aydinlatilamamistir (Oevermann vd., 2010). Farelerde yapilan deneysel ¢alismalar
oncelikle MSS’ndeki sitokin tliretimine odaklanmistir (Hoge vd., 2013; Mielke vd.,
1993; Nakane vd., 1999; Queiroz vd., 2000; Schluter vd., 1996).

Ruminantlarda listeriozisde beyinde sekillenen bagisiklik yanitinda rol alan
hiicreler ile bazi1 sitokinlerin belirlenmesine iliskin bazi detayli ¢aligmalar mevcuttur
(Abdlla vd., 2015; Di Palma vd., 2012; Krueger vd., 1995). Bununla birlikte immun

sistem icin erken uyar1 sinyalleri olarak etki eden ve bir¢ok hastalikta dogal ve
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kazanilmig bagisikligin olusmasinda ve patojenlere karsi ilk olarak salinan alarmin ad1

verilen molekiillerle ilgili ¢aligmalara veteriner alaninda ¢ok sik rastlanmamaktadir.

Alarminlerin prototipi ve en ¢ok c¢alisilan1 hareketli grup proteinlerinden olan
HMGBI1 (High mobility group box-1)’dir. Lokalizasyonuna bagli olarak farkl
fonksiyonlart olan bu protein, endojen veya eksojen wuyarilar karsisinda
nukleus/sitoplazma/ekstraselliiler boliimleri arasinda gecis yaparak, ekstraselliiler
bosluga salindiginda sitokin benzeri gorev yapmaktadir (Andersson vd., 2014).
HMGBI sepsisin ge¢ mediatorii olarak bilinir ve serumda artan HMGB1 diizeyleri
kanser, sepsis ve otoimmunitenin prognozu ile korelasyon gostermektedir. Insanlarda
goriilen romatoid artrit, septik sok, akut akciger hasari, kanser gibi bir¢ok hastalikta
HMGBI proteinin artan diizeyleri ile hastaliklarin siddeti arasinda korelasyon oldugu
cok cesitli arastirmalarla ortaya konulmustur (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). Yangisal ve otoimmun hastaliklarda kanda ve dokularda artan
seviyeleri HMGB1’in hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde essiz bir hedef biyobelirteg
olabilecegi bildirilmektedir (Magna ve Pisetsky, 2014). Veteriner alaninda oldukca
sinirli sayida aragtirma bulunmakla birlikte (Furukawa vd., 2011; Heinola vd., 2013;
Ley vd., 2009; Miyasho vd., 2011; Sterenczak vd., 2011; Zhang vd., 2016),
hayvanlardaki listeriozisde buna yonelik calismaya rastlanilmamistir. Yapilan ¢alisma
ile koyun listerik ensefalitisde beyinde olusan yangisal infiltrasyonlar ile HMGBI
ekspresyonu arasindaki iligki yaninda, yangi siiresince bu alarminin hangi hiicre veya
hiicrelerde eksprese edildiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu caligmanin, listerik
ensefalitis yaninda benzer diger yangisal hastaliklarin patogenezisi ile teshis ve
tedavilerinde HMGB1’in roliine iliskin yapilacak diger caligmalara temel olusturacagi

distiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Listeriozis ve Bagisikhik Yanitin Tarihgesi

Glinlimliz arastirmacilar1 tarafindan listerik enfeksiyon oldugu diisiiniilen
hastaliktan 6len insanlarin dokularindan, gram pozitif gomaklar gézlemlemis olan iki
arastirmaci, 1891 yilinda Fransa’da Hayem ve 1893 yilinda Almanya’da Henle
hastaliga dair en eski kanitlar1 sunmustur. 1911°de kayitlara gecen ilk izolasyon ise,
Isvegli bilim insan1 Hiilphers’1n, organizma tanimi L. monocytogenes’e ¢ok yakin olan
Bacillus hepatis adim verdigi mikroorganizmadir (Gray ve Killinger, 1966). izole
ettigi bakteri ile saglikli hayvanlar1 enfekte eden Murray vd. 1926’da, kobay ve
tavsanlarin kaninda monositlerin arttigini goérerek mikroorganizmaya Bacillus
monocytogenes ismini vermistir. Atkinson (1917) tarafindan bildirilen kii¢iik menenjit
salgin1 da muhtemelen bu bakteriden kaynaklandigini bildirmistir. Matthews (1928),
Almanya’da 1925’te koyunlarda, 1928’de sigirlarda, Listeriozis oldugu disiiniilen,
etiyolojisi bilinmeyen bir ensefalitis salgimi bildirmistir. Ciftlik hayvanlarinda
L.monocytogenes 'in ilk i1zolasyonu ile taninan Gill (1937), 1929'da koyunlar arasinda
gozlemledigi bozuklugu "donme hastali§1" olarak adlandirmistir. Etkilenen
hayvanlarin beyninden bakteriyi izole ederek onunla hastalik arasindaki iligkiyi
kurmakla birlikte, ancak alt1 y1l sonra bakterinin ger¢ek kimligini belirleyebilmistir. O
zamandan beri, L. monocytogenes nedenli enfeksiyonlar yaygin olmakla birlikte,
glinimiizde sadece evcil hayvanlarin hastaliklar1 arasinda ekonomik 6neme sahip
olmakla kalmayip, ayn1 zamanda onlarla temas halinde olabilecek ¢ok ¢esitli yabani

hayvanlari, kuslar1 ve insanlar1 da etkiledigi bilinmektedir (Gray ve Killinger, 1966).

Listeria monocytogenes, enfeksiyon ve bagisikligin temel yonlerini incelemek
icin bir model olarak 50 yildan fazla siiredir kullanilan, fakiiltatif hiicre i¢i bir
patojendir. Listeria monocytogenes, CD8" Thiicrelerinin gii¢lii bir indiikleyicisi
olmakla birlikte, CD8" sitotoksik T hiicreleri aracilifi ile uzun 6miirlii hiicresel
bagisiklik gelisimini olumlu yonde etkilemesi bu bakteriyi hem bulasict hastalik
uygulamalar1 hem de kanser immiinoterapisi i¢in ¢ekici bir as1 vektorii yapmaktadir.

(Chéavez-Arroyo ve Portnoy, 2020).

1911°de tavsanlarda karaciger nekrozuna neden olan bir bakterinin ilk
raporundan itibaren etkeni tanimaya yonelik aragtirmalar yillar iginde devam etmistir.

Bakteri 1962’de immiinologlar i¢in hiicre aracili bagisikligin tanimlanmasini saglayan



¢ok dnemli bir ara¢ haline gelmistir (Mackaness, 1962). Hastalifin patogenezisi ve
enfeksiyona karst immun yanitin arastirildigi ¢alismalar 2000°1i yillardan sonra ivme

kazanmistir (Lebreton vd., 2016).

1990'arda, bagisiklik sisteminin nasil etkinlestirildigini agiklamak i¢in, dogal ve
kazanilmis bagisiklik tepkileri olusturan iki popiiler model gelistirilmistir. Charles
Janeway’in Onerdigi "kendiliginden baslamayan enfeksiyoz" modelde, patojenle
iliskili molekiiler kaliplarin (pathogen-associated molecular pattern=PAMP 'ler)
(6rnegin lipopolisakkaritler veya diger mikrobiyal bilesenler) taninmasiyla aktive
edilen, profesyonel antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan, bagisiklik tepkilerinin
baslatildig1 ileri siiriilmiistiir (Janeway, 1992). Bu model, patojen tanimayi, ortak
uyarimi ve kendiliginden veya kendiliginden olmayan ayrimi yaninda, bagisiklik
yanitin enfeksiyonlar tarafindan nasil baslatildigini veya belirli mikrobiyal bilesenleri
iceren adjuvanlar tarafindan nasil giiglendirildigini de agiklamaktadir. Bu hipotez, Toll
benzeri reseptorler (TLR) gibi kalip tamima reseptorleri (pathogen recognition
receptors=PRR)’nin tanimlanmast i¢in de temel bir dayanak olmustur (Medzhitov ve
Janeway, 2000). Bununla birlikte, Janeway'in modeli, otoimmiin bozukluklarda, greft
reddinde, alerji veya steril yangida ortaya ¢ikan immiin tepkileri kolayca
aciklayamamaktadir (Yang vd., 2010). Buna karsin Polly Matzinger tarafindan
“alternatif tehlike modeli” onerilmistir. Bu model ile bagisiklik yanitin, patojenlere,
toksinlere, mekanik hasara ve benzerlerine maruz kalan stresli veya hasarl
hiicrelerden ve dokulardan kaynaklanan tehlike sinyalleri tarafindan baglatildig1 6ne
stiriilmiistiir. Bu model, sadece patojen kaynakli bagisiklik i¢in degil, ayn1 zamanda
mikroorganizmalarin yoklugunda ortaya c¢ikan bagisiklik yaniti icin de akilci
aciklamalar saglamaktadir. Bununla birlikte sonrasinda tam olarak neyin "tehlike
sinyalleri" olarak kabul edilecegine dair yeniden tamimlamalar yapilmistir.
Baslangicta, 1s1 sok proteinleri (HSP) ve salindiginda APC'leri aktive edebilen
herhangi endojen bir molekiiliin tehlike sinyali olabilecegi 6ne siiriilmekteydi. Tehlike
sinyalleri listesine daha sonra, IL-1, interferon, TNF, CD40 ligand, ATP, memeli
DNA's1, hiicre dis1 matrislerin bozulmus iirtinleri, haptenler, toksinler, iirik asitler ve
hatta mikrobiyal bilesenler gibi hem endojen hem de eksojen parcalar eklenmistir.
(Gallucci ve Matzinger, 2001). 2004 yilinda, PAMP'ler ve hasarli dokudan tiiretilen
tehlike sinyallerinin, ortak kimyasal hidrofobik o6zelliklerine ve bagisiklik sistemini

uyarma iglevine dayali olarak, tamaminin hasara bagli molekiiler modeller (DAMP'ler)



olarak adlandirilmalar1 6nerilmistir (Seong ve Matzinger, 2004).

1990'larin sonlarinda ve 2000'lerin baslarinda, defensinler ve katelisidinler gibi
bazi memeli antimikrobiyal peptitlerin ve proteinlerin (AMP), dendritik hiicreler
(DC'ler) ve makrofajlar gibi APC'lerin aktivasyonu ile kemotaktik go¢ii baslatan
etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir (Biragyn vd., 2001; Yang vd., 2000; Yang vd.,
1999). APC cekici etkiye Gia-protein bagl reseptorler (GiPCR'ler) aracilik ederken, ,
bazilar1 PRR olarak tanimlanan diger reseptorlerin de APC'yi aktive eden etkiye
aracilik ettigi ortaya konulmustur (Biragyn vd., 2002; Yang vd., 2000; Yang vd., 2004;
Yang vd., 1999). Bu tiir AMP'lerin in vivo bir antijen ile birlikte uygulanmasi, DC'lerin
toplanmasma ve edinilmis immiin yanitlarin artmasina neden oldugu goriilmiistiir
(Biragyn vd., 2002; Biragyn vd., 2001; Yang vd., 2004; Yang vd., 2003). Daha sonra,
tiim AMP'lerin bu etkilere sahip olmadig1 ortaya c¢ikmistir. Ote yandan, yiiksek
hareketli grup kutu-1 proteini (HMGB1) gibi geleneksel olarak AMP olarak kabul
edilmeyen bazi endojen aracilarin da DC'ler ilizerinde benzer kemotaktik ve aktive
edici etkiler sergiledigi gosterilmistir (Rovere-Querini vd., 2004;. Wang vd., 1999;
Yang vd., 2010).

2004 yilina gelindiginde, profesyonel APC olarak DC'lerin, dokularda
toplanmalar1 ve olgunlagsmalarinin, antijene 6zgii T hiicre aktivasyonuna dayali
bagisiklik yanitin baglatilmasi i¢in ¢ok 6nemli oldugu tespit edilmistir (Banchereau ve
Steinman, 1998). Bu nedenle, tehlike sinyallerine yanit olarak periferik dokularda
hizla mevcut hale gelen ve APC'lerin giiglenmesini ve olgunlasmasini uyararak dogal
ve kazanilmig bagisiklik yanitlar1 bagslatabilen, yapisal olarak farkli endojen araci
molekiiller onerilmistir. Tehlikeye yanit olarak tiretildikleri ve bagisiklik sistemini
alarma gecirdikleri i¢in "alarmin" olarak adlandirilmislardir (Oppenheim ve Yang,
2005; Yang ve Oppenheim, 2004; D. Yang vd., 2010). Hasarla iliskili molekiiler
paternler (DAMP'ler) ve alarminlerin siirekli degisen tanimlarini ortadan kaldirmak
icin Kasim 2019'da Japonya'da diizenlenen Uluslararasi DAMP & Alarmins
toplantisinda daha yeni kriterler olusturulmustur (Mezzapelle vd., 2019). Bu kriterlere
gore “Alarminler” hiicre hasari, hiicre 6liimii, stres veya enfeksiyon sebebiyle canli
hiicreler tarafindan salinan veya ifade edilen ve bagisiklik sisteminin aktivasyonunu
tetikleyen bir endojen immiinomodiilatér molekiiller sinifi olarak kabul edilmektedir

(Matta vd., 2017; Mezzapelle vd., 2019).
Alarminler, PAMP'lerin esdegeridir, ancak genellikle dogal bagisiklik sistemi
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hiicre yapilarinda (6rn. graniilositler, epitel hiicreleri ve keratinositler) graniillerin,
sitoplazmanin veya ¢ekirdegin bilesenleri olarak depolanan endojen molekiillerdir.
Alarminler programlanmamis hiicre oOliimiiniin ardindan hizla salmirlar ancak
apoptotik hiicreler tarafindan salinmazlar. Bagisiklik sistemi hiicreleri genellikle 6zel
salgilama sistemleri veya endoplazmik retikulum (ER)-Golgi salgilama yolu
kullanilarak, 6lmeden alarmin iiretmeye ve salmaya tesvik edilebilir. Dendritik
hiicreler de dahil olmak tizere dogal bagisiklik sisteminin hiicrelerini aktive ederler ve
boylece dogrudan veya dolayl olarak ayni zamanda kazanilmis bagisiklik tepkilerini
de desteklerler. Son olarak, alarminler, hasarl1 dokunun restorasyonunu destekleyerek

homeostazi da geri saglarlar (Mezzapelle vd., 2019).

Alarminler i¢in tiim kriterlere 6rnek teskil edecek 6zelliklere sahip molekiil ise
HMGBI1'dir (Mezzapelle vd., 2019). HMG siiper aile proteinleri, 30 yi1ldan daha uzun
bir siire 6nce kesfedilen niikleozom baglayici protein ailesinden olusur (. Goodwin vd.,
1973). Son on yilda ¢ok sayida ¢alisma, bazt HMG proteinlerinin hiicre dis1 olarak
saliabildigini ve farkli hiicre dis1 biyolojik aktiviteler sergiledigini ortaya koymustur
(Lotze vd., 2005; Bianchi 2007; Andersson vd., 2002; Straino vd., 2008; Palumbo vd.,
2004). Enfeksiyon ve bagisiklikta HMGB1’in roliiniin kesti, Wang vd. (1999)’nin ilk
olarak HMGB1I’in makrofajlar tarafindan salindigin1 ve endotoksin kaynakli septik
sokun gec bir aract olarak hareket ettigini bildiren calismalari ile olmustur. O
zamandan beri, HMGB1'in ¢esitli 16kositler iizerinde bir¢ok farkl etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Kokkola vd.,2005; Andersson vd., 2000; Li vd., 2004; Rouhiainen vd.,
2004; Yang vd., 2010).

2.2. Etiyoloji

Listeria genusu su anda 2009'dan beri yeni tarif edilen 12 Listeria tiirii de dahil
olmak iizere 20 tiirden olusmaktadir; 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 arasinda major patojen olan L. monocytogenes’in serotiplendirmesi, L.
monocytogenes somatik (O) ile flagellar (H) antijenleri ile yapilmaktadir ve L.

monocytogenes kendi icerisinde 14 farkli (1/2a, 1/2b, 1/2c¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c,



4d, 4e, 7, 4h) serotipe ayrilmaktadir (Feng vd., 2020). L. ivanovii ve L. seeligeri
kaynakli zaman zaman insan enfeksiyonlari da bildirilmistir (Allerberger, 2003).
Listeria ivanovii, cinsin ikinci patojen tiiri olup, ruminantlara 6zgiidiir (Ramaswamy
vd., 2007). L. ivanovii 5 serovardan ve L. innocua, 6a ve 6b olmak iizere iki serotipten

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

Listeria spp.’de antijenik kompozisyon ve patojenite arasinda iliski oldugu
diistiniilmektedir. L. ivanovii'ye 6zgii serovar 5 neredeyse yalnizca gevis getiren
hayvanlardan, 6zellikle koyunlardan izole edilmistir. Bu hayvanlarda serovar 5 suslari
perinatal enfeksiyonlardan sorumlu iken, ensefalitise neden olmadig1 goriilmiistiir. L.
monocytogenes 1/2a, 1/2b ve 4b serovarlari, insan ve hayvanlarda listeriozis
olgularinin % 90'indan fazlasini olusturur. 1/2c gibi diger serovarlar, genellikle gida
kontaminantlar1 olarak tespit edilmistir. Hastaliga iliskin serovarlardan, 4b suslar
diinya capinda listeriozis olgularinin % 50'sinden fazlasina neden olur, ancak 1/2
suslar1 (1 /2a, 1/ 2b ve 1/ 2c) gida izolatlarinda baskindir. Bu durum, serovar 4b
suslarinin memeli konak dokulara serogrup 1/2 suslarindan daha fazla adapte oldugunu

gostermektedir (Vazquez-Boland vd., 2001).

Listeria tiirleri, gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketli
ve kii¢iik ¢ubuk sekilli, 0,4-0,5 x 1-2 um o6l¢iilerinde hiicre i¢i bakterilerdir. Listeria
tiirleri taze kiiltlirlerde Gram-pozitif olmasina ragmen, eski kiiltiirlerde kokoid ve uzun
filamentli Gram-negatif goriilebilmektedir. Kanli agarda 24-48 saat araliginda
37°C’lik inkiibasyondan sonra, Listeria tiirlerinin kolonileri yaklasik 0,5-1 mm
caplarinda (inkiibasyon siiresi ve koloni sayisinin mesafesine bagl olarak), gri beyaz
rengte, saydam, diiz, duruma gore sulu bir yap1 gostermektedir. Bes ile 10 giin sonra
bu bakteri kolonileri birbirinden iyi ayrilan, ¢aplar1 3 ile 5 mm arasinda degisen

semsiye seklindeki ve piiriizlii varyantlara doniisiirler. (Gray ve Killinger, 1966).

Listeria genomunun tanimlanmasi, o susun patojenitesinin belirlenmesi yaninda
tiirler arasinda ortak olan ya da tiire 6zgli 6zelliklerin ortaya konulmasindada yarar
saglamaktadir. L. monocytogenes’in genom yapisi toplamda 133 yiizey
proteinlerinden olusmaktadir. Genom’un kodlama kapasitesinin %5’lik kismini ylizey
proteinleri olusturmaktadir. Buna ek olarak, hiicre ylizeyi proteinlerini kodlayan
genlerin %22’°lik kisminin L. innocua’da bulunmadigi belirlenmistir. Dolayisiyla, bu
iki tlir arasindaki temel farklilifin yiizey protein bilesenlerinden kaynakladig:

saptanmistir (Buchrieser, 2007; Cabanes vd., 2002). L. monocytogenes’in viriilans
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faktoriinii kodlayan genin ekspresyonu, bir transkripsiyonel aktivator, prfA (peptide
chain release factor 1) geni tarafindan diizenlenmektedir (Cabanes vd., 2002; de las
Heras vd., 2011). Prf4 ayn1 zamanda internalin ve LLO nun transkripsiyonunu arttirip,
prfA geninde bulunan hizlandiricilart da diizenlemektedir (Gray vd., 2006). L.
monocytogenes ve L. ivanovii’nin kiimeledigi virulans genleri ayni1 zamanda sirasiyla,
phosphatidylinositol-specific phospholipase C ve phosphatidylcholine-dependent
phospholipase C (PI-PLC)’yi kodlayan plcA ve plcB genlerini de barindirmaktadir.
ActA (Aktin diizenegi indiikleyen protein) geni ise aktinin yapisina katilmaktadir.

(Schmid vd., 2005).
2.3. Epizootiyoloji

Listerialar dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Toprak, toz, hayvan yemi, su,
kanalizasyon, yesil bitki ve sebzeler, saglikli hayvan ve insanlarin gastrointestinal
sistem florasi, asemptomatik insanlar ve hayvanlar, digki, genital akinti, burun akintisi
da dahil olmak iizere bir¢ok evcil hayvandan da izole edilebilmistir. 4 © C'de saklanan
islenmis gida bile Listeria'y1 barindirabilir (Bartt, 2000; MacGowan vd., 1994). L.
monocytogenes'in minimum enfeksiyon dozu, gidanin grami basina en az 100 koloni
olusturan birim (CFU) olmasina ragmen, olas1 ciddi sonuglar g6z 6niine alindiginda,
Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya ve Cin dahil olmak {izere bircok iilke, hazir
gidalarda L. monocytogenes igin sifir tolerans politikasi uygulamaktadirlar (Feng vd.,

2020).

Hammaddelerde bulunan L. monocytogenes, siitlin pastorizasyonu gibi, ¢ogu
islenmis gidanin tiretimi i¢in tipik olan zaman-sicaklik kombinasyonlar1 tarafindan
etkin bir sekilde etkisiz hale getirilmesine ragmen; ¢ig siit, tereyagi, yumusak peynirler
ve islenmis et ve kiimes hayvanlari iirlinleri dahil olmak {izere bir¢ok hayvandan elde
edilen L. monocytogenes ile kontamine gida iiriinleri, insanlarda listerioz vakalar1 ve
salginlarinin kaynagi olarak gdsterilmektedir. Enfekte hayvanlar ve kontamine tarim
ortamlari, nadiren dogrudan insan enfeksiyonlarina neden olur gibi goriinse de, ¢ig
siitten yapilan peynir gibi tiikketimden dnce islenmemis hayvansal gida iirlinleri ve
enfekte hayvanlarin digkisiyla kontamine olmus bitkisel kaynakl ¢ig gidalar ciftlik
hayvanlarinda ve ¢iftlik ortamlarinda L. monocytogenes ile insan enfeksiyonlari
dogrudan iliskilidir (Nightingale vd., 2004). Insanlarin da duyarl oldugu ve genellikle
sporadik olarak gozlenen Listeriosis’in hayvanlarla yakin temasta bulunan veteriner

hekimler, veteriner saglik teknisyenleri ve hayvan yetistiricileri gibi bazi meslek
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gruplarinda yayilim gosterdigi tespit edilmistir (Zelenik vd., 2014). Hastaligin
gelisiminde Listerial antijenlere duyarli bireyler, immun yetmezlik, intrauterin yasam,
ilag bagimliligi, yashlik, alkolizm, seker hastaligi, AIDS, vb. durumlar hazirlayici
faktdr olarak etkilidirler (Jones, 1990). Ozellikle ABD ve Avrupa birligi iilkelerinde
insanlarda sporadik listeriosis olgusunda tavuk eti ve {riinlerinin enfeksiyonun
yayllmasinda Onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Hayvansal orjinli besin
maddelerindeki listeriosis olgular1 veya epidemileri ile ilgili aragtirmalar sonucu genel
olarak L. monocytogenes’in kirmiz1 et ve et iirlinlerindeki bulunma orani %0-92, ¢ig
siitlerde %0-45, siit iiriinlerinde %0-87, tavuk eti ve iiriinlerinde %15-80 arasinda bir
degisim gosterir (Farber ve Peterkin, 1991). Listeriozis insanlarda atesli gastroenteritis
yaninda, karaciger ve dalak tutulumu ve enfeksiyoz mononiikleozis benzeri
lenfadenopatilere neden olabilmektedir. Ayrica, onemli bir komplikasyon olarak
merkezi sinir sistemi (MSS)’inde genellikle diffuz meningitis veya meningoensefalitis
ya da bazen rombensefalitis seklinde patolojik olarak koyunlardakine benzer lezyonlar

olusturabilmektedir (Bartt, 2000).

Hastalik yeterince fermente olmamis ve pH’s1 5.5’in iizerindeki silajla yogun
beslenen hayvanlarda ve Ozellikle kis mevsiminde daha yiliksek oranlarda
goriilmektedir. Ruminantlardaki listerial infeksiyonun silaj tiiketimiyle iligkili olmasi
nedeniyle enfeksiyonlar “silaj hastalig1” olarak da bilinmektedir. Seliiloz ihtivasi fazla
yemlerle beslenen hayvanlarda listerial enfeksiyonlara daha sik rastlanmaktadir
(Gudding vd., 1989). Aniden silaja gecis, iklim kosullari, yem degisiklikleri, yesil yem
eksikligi, gebelik, hastalik icin yatkinlik faktorleridir. Enfekte ve asemptomatik
tagiyict hayvanlarin diski, idrar, siit ve burun akintisi ile abort yapan hayvanlardan
aborte fotus ve uterus akintisi ile etken sacilimi olmaktadir. Bulagsma konjenital,
sindirim, solunum ve veneral yolla olmaktadir (McLauchlin ve Low, 1994; Ryser ve

Donnelly, 2015).

Bu hastalik 6zellikle ruminantlarda 6nemli olup, 3 ayr1 hastalik veya sendrom
olarak davranis gostermektedir. Iyi bilinen bu sendromlar, abortla seyreden gebe
uterusun enfeksiyonu, milier visseral apselerle karakterize septisemi ve ensefalitis
sayilabilir. Ayrica, ruminantlarda konjunktivitis, endokarditis ve mastitis olusturan
formlar1 da bulunmaktadir (Cantile ve Youssef, 2016). Listeriozis’in teshisi, etken
izolasyonu yaninda, patolojik olarak, beyin kokiinde mikroapseler ve perivaskiiler

hiicre infiltrasyonu ile immunohistokimyasal olarak L. monocytogenes’in beyin



dokusunda gosterilmesine dayanmaktadir (Campero vd., 2002; Oevermann vd., 2008).
2.4. Viriilans Faktorleri ve Patogenez

Listeriozisin patogenezisi ve etkenlerin viriilanslari, bakterilerin memeli
hiicrelerine penetre olmalarina, penetre olduklar1 hiicrelerin mekanizmalarini
kullanmalarina ve konake¢i bagisiklik sistemini istila etmek i¢in ¢ok karmasik
stratejiler gelistirmelerine baghidir (Edelson ve Unanue, 2000; Torres vd., 2004).
Etkenin viriilansi, genoma dagilmis en az 50 gen tarafindan belirlenmektedir. Bu hiicre
i¢i parazitizmin molekiiler temeli biiyiik 6l¢lide agikliga kavusturulmustur (Camejo

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

Hiicre i¢ine giriste rol oynayan internalin proteinler InlA ve InlB, por olusturma
aktivitesine sahip toksin listeriolysin O (LLO), iki fosfolipaz PlcA ve PIcB, ile
bakteriyel ylizey proteini olan ActA, bakterinin major viriilans faktorleri olarak
belirlenmistir (Dussurget vd., 2004; Schnupf ve Portnoy, 2007). Bu viriilans faktorleri
bir transkripsiyon faktorii olan pozitif diizenleyici faktér A (PrfA)’nin kontrolii altinda
koordineli olarak ifade edilir (Lecuit, 2007; Dussurget vd., 2004). Bir memeli
konak¢inin viicut 1sisinda (37°C) PrfA bagimh viriilans genleri L. monocytogenes’i
cevresel bir bakteriden, hiicre i¢i bir patojene doniistiiriir (Bierne vd., 2007;
Oevermann vd., 2010b; Johansson vd., 2002). Ortamda gereksiz ekspresyondan
kacinmak icin, PrfA regulon, konakg¢i hiicre enfeksiyonu sirasinda segici olarak aktive
edilir. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i yasam tarzlar1 arasindaki gegisi gosteren bir dizi sinyal,
¢ogu durumda tam olarak anlasilamayan farkli mekanizmalar yoluyla PrfA'ya iletilir

(de las Heras vd., 2011).

L. monocytogenes ¢ok cesitli memeli hiicrelerini istila edip, bunlarin iginde
cogalabilme yetenegine sahiptir. Makrofajlar gibi fagositik hiicreler s6z konusu
oldugunda, bakteri girisi fagositoz tarafindan saglanirken, endotel hiicreleri,
eritrositler ve fibroblastlar gibi fagositik olmayan hiicrelere girisi bazi yiizey invazyon
proteinleri aracilig1 ile olmaktadir (Cossart, 2011; Ireton, 2007). Konak¢1 hiicrelere
giris, internalinler, listerik yiizey ligandlar1 ve bunlarin ilgili konak hiicre reseptorleri
arasindaki etkilesim ile yonetilir. Cok sayida internalin ve internalin benzeri protein
identifiye edilmistir. Internalin ailesi proteinleri InlA, InlB, InIC, InlJ, InlH ve InlK
olarak tanimlanmistir. Tiim bu internalin proteinler Listeria’nin viriilans1 ve
patogenezinde farkli rollere sahiptir (Bierne vd., 2007). Internalinler arasinda en ¢ok
calisilan InlA ve InIB simdiye kadar sadece L. monocytogenes’de tanimlanmistir
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(Dramsi vd., 1995; Gaillard vd., 1991; V’ azquez-Boland vd., 2001).

Internalin A ve B, hiicreye invazyon igin ana proteinlerdir. E-kaderin,
bakterilerin membrana bagli bir vakuolde hiicre i¢ine girmesine izin veren InlA i¢in
bir reseptor gorevi goriir ve bu etkilesim tiire 6zgiidiir. Ciinkii murin E-kadherin, amino
asit dizilerindeki varyasyon nedeniyle InlA'ya baglanmaz (Mengaud vd., 1996;
Smutny & Yap, 2010). Insan listeria tiirlerinin % 90'indan fazlas1 InlA aracili
invazyona sahiptir (Jacquet vd., 2004). internalin B, kompleman sistemine dahil
bilesen olan Clq 'nun kiiresel kismina ve MET reseptoriine baglanir (Braun vd., 2007;
Cossart, 2011; Dhama vd., 2015; Hamon,2006). Bu iki internalinin disinda, invazyona
dahil olan Vip, Auto, p60, GtcA ve MprF gibi baska proteinler de vardir (Camejo vd.,
2011)
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Sekil 2.1. Listeria'nin viriilans faktorleri ve patogenezi. (1) Listeria'nin reseptorlerine baglanmasi. (2)
Invazyon. (3) Fagositik vakuol organizmay1 igeriye tasir. (4) Listeria, LLO dahil cesitli
mekanizmalarla vakuolden kagar. (5) Listeria, LLO, Flagellin ve InlC dahil olmak iizere
¢esitli mekanizmalarla konak¢1 bagisikligindan kurtulur. (6) Aktin kuyrugu olusumu
organizmay!1 bir hiicreden digerine iter. (7) Son olarak, organizmanin salinmasi (Dhama vd.,
2015).
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Listeria monocytogenes tarafindan tiretilen ve koful zarina girerek gdzeneklerin
olusumuna neden olan toksin, listeriolysin O (LLO) olarak adlandirilir. Bu gbzenekten
L. monocytogenes, lizozomal fiizyondan oOnce fagozomdan kacgarak hiicrenin

sitoplazmasina girer ve bdylece hiicre icinde yikimlanmaktan kurtulur (Schnupf ve
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Portnoy, 2007).

Aktin birlesimini indiikleyen protein (ActA), "aktin kuyruklar1" olusturmak i¢in
aktin polimerizasyonunu destekleyen bagka bir yiizey proteinidir. Aktin kuyruklari,
Listeria'nin aktif olarak hareket etmesini ve dogrudan hiicreden hiicreye yayilmasini
saglar. Konake1 hiicrenin sitoplazmasi i¢ine girdikten sonra Listeria tarafindan salinan
ActA proteini, bakterinin son kisminda aktin filamanlarinin polimerizasyonuna neden
olur. F-aktin igeren roket benzeri kuyruklar olusur ve konak hiicre iskeletinde
hapsolur. Bu F-aktin kuyruklari, bakterileri sitoplazma boyunca 87 um / dakikaya
varan hizlarda iter (Stevens, 2006). Bakteriler, hiicre yiizeyinden komsu hiicrelere bile

itilebilir (Dhama vd., 2015).

Listeria monocytogenes, konakgi hiicre vakuollerinden kagmasinda kritik bir rol
oynayan iki farkli fosfolipaz C (Plc) salgilar. Bunlardan ilki fosfatidilinositol-spesifik
fosfolipaz C (PI-PLC), digeri ise genis aralikli bir fosfolipaz C (PC-PLC)’dir (Dhama
vd., 2015; Smith vd., 1995).

Listeria bir¢ok farkli karmagik stratejiyle konak¢1 immun yanitindan kacgar. InlC
(internalin C), salgilanmig formda olustugu i¢in diger internalinler arasinda
benzersizdir. Enfekte hiicrelerde cogunlukla daha yiiksek miktarlarda ifade edilir. Bu
internalin, tuba (aktin ve IkB kinazin (IKKa) g¢esitli diizenleyici proteinlerini
baglayabilen bir hiicre iskeleti proteini) ile etkilesime girip, NF-kB'in aktivasyonunu
bloke eder ve boylece dogal bagisiklik sistemini yavaslatir (Gouin ve digerleri 2010;
Polle ve digerleri 2014).

InlJ ayn1 zamanda bir adezyon molekiilii olarak gérev yapsa bile hiicre iginde
tespit edilemez ve biiyiik olasilikla enfeksiyonun sonraki asamalarinda (Sabet vd.
2008), bir bagka internalin olan InlH de sitokin IL-6 iiretimini en aza indirmek i¢in
ifade edilir (Personnic ve digerleri 2010). InlK, Listeria'nin otofajiden ka¢masina
yardimci olur (Dortet vd. 2011) (Dhama vd., 2015). Listerial P60 proteini,
proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agan NK hiicrelerinin aktivasyonu yoluyla
konakg¢1 bagisiklik mekanizmasimi degistirir (Humann vd., 2007). Flagellin, TLRS
araciligiyla proinflamatuar sitokinleri serbest birakir (Hayashi vd., 2001). LLO,
vakuollerin yok edilmesindeki ana roliiniin yani1 sira, H3"in defosforilasyonu ve konak
hiicrenin H4 histonlarinin deasetilasyonu yoluyla konak¢1 immiin sistem aktivitesini
azaltmak icin de 6nemlidir (Hamon vd., 2007; Hamon ve Cossart 2011). Salgilanan
formdaki LLO, mitokondriyal agin boliinmesine neden olabilir. Listeria ayrica,
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konakg1 hiicreler tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerine kars1 savagmaya yardimci

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

Bu mekanizmalar, bakterinin antikor ve komplement gibi ¢6ziiniir immiin
faktorlere maruz kalmaksizin, hiicreden hiicreye dogrudan hareket etmesini saglar
(Dhama vd., 2015). Oral olarak alinan bakteri, bagirsaklara ulasmadan 6nce midenin
olumsuz kosullarina dayanmak zorundadir. Mide asiditesi kontamine gidalarla alinan
Listeria organizmalarinin 6nemli bir kismmi yok edebilir (Vazquez-Boland, vd.,
2001). Konakta bulunduktan sonra, makrofajlar, epitel hiicreleri, hepatositler,
fibroblastlar, endotel ve sinir dokusu hiicreleri dahil olmak {izere bir dizi fagositik ve
fagositik olmayan hiicreyi aktif olarak istila ederler (de las Heras vd., 2011). Enfekte
konakgilarda, bakteriler hem septisemi olusturmak hem de mezenterik lenf
diigtimlerini istila etmek i¢in Peyer plaklarinin bulundugu bolgedeki bagirsak duvarini
gecerler. Bagirsak bariyerini gegen Listeria organizmalari, lenf veya kan yoluyla
mezenterik lenf diigiimlerine, dalaga ve karacigere tasinir (Marco, vd., 1992; Pron,
vd., 1998). Karacigerin bagirsak translokasyonundan sonraki ilk hedef organ oldugu
diisiiniilmektedir (Rouquette ve Berche, 1996). L. monocytogenes taratindan konakgi
doku kolonizasyonunun bu ilk adimi hizhidir (Vazquez-Boland, vd., 2001). Farelerin
intravendz yolla deneysel enfeksiyonlari, L. monocytogenes 'in dalak ve karacigerde
yerlesik makrofajlar tarafindan kan dolasimindan hizla temizlendigini gostermistir
(Conlan ve North. 1991; Cousens ve Wing, 2000; Mackaness, 1962). Bakteri yiikiiniin
cogu (%90), muhtemelen Kupffer hiicreleri tarafindan yakalanip karacigerde birikir.
Bu yerlesik makrofajlar, bakterilerin ¢ogunu oldiirir. Kupffer hiicrelerinin, T
lenfositlerin antijene bagimli proliferasyonunu ve sitokinlerin salgilanmasini
indiikleyerek anti-listeryal bagisikligin gelisimini baslattigina inanilmaktadir (Gregory
ve Wing, 1990). Bakterilerin tiimii doku makrofajlar1 tarafindan yok edilmez ve
hayatta kalan bakteriler fare organlarinda 2 ila 5 giin boyunca sayilar1 artarak
cogalmaya baglar (Conlan ve North. 1991; De Chastellier ve Berche. 1994; Fleming
ve Campbell. 1997; Lepay, vd., 1985). Karacigerde bakteriyel cogalmanin baglica yeri
hepatositlerdir (Gregory ve Liu. 2000; Gregory, vd., 1992; Conlan ve North, 1992)

L. monocytogenes feto-plasental engelleri gegcme 6zelligine sahiptir. Yapilan
calismalarda L. monocytogenes'in plasenta bariyerini hematojen penetrasyon araciligi
ile fetiise ulastig1 gosterilmistir (Abram ve Doric, 1997; Gray ve Killinger, 1966; Gray,
vd., 1955; Osebold, vd., 1960). Gebelik sirasinda hiicre aracili bagisikligin
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baskilanmis olmasi muhtemelen listeriozis gelisimi i¢in 6nemlidir (Weinberg, vd.,
1984). Rodentlerde yapilan ¢alismalarda, gebeligin bakteriye karsi direnci azalttigi
(Bortolussi, vd., 1984; Luft, vd., 1982) ve karacigerdeki birincil enfeksiyonun seyrini

onemli Ol¢iide uzattigr saptanmistir (Abram ve Doric, 1997).

Bakterilerin beyne nasil ulastigina dair, kesin olmayan bazi bilgiler mevcuttur.
L. monocytogenes, noroinvaziv bakteriler arasinda, MSS’ni en az ii¢ farkli mekanizma
ile istila edebilmesi bakimindan essiz olarak kabul edilir (Drevets vd., 2004). Klasik
bilgi olarak, bakteri 6nce agiz mukozasini, mideyi veya eksternal mukozalar istila
etmektedir. Ardindan bakteri trigeminal sinir araciligi ile sentripedal olarak aksonlar
ile beyne ulagmaktadir (Cantile ve Youssef, 2016; Oevermann vd., 2010a).
Insanlardaki listeriozisde, bakterinin beyne giris yolu olarak bazi olgularda, hematojen
yayilim sirasinda endotel hiicrelerinin invazyonu gosterilmistir (Wilson ve Drevets,
1998). Ayrica deneysel olarak, kemirgenlerde listeriozis’in beyne kan yoluyla
ulagabilecegini ve bunun i¢in bakteriyemi olmasinin gerektigi, bakterilerin serbest
halde veya lokositlere bagli olarak kan beyin bariyerini asabilecekleri ifade

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

Hastaligin klinik sonuglari, alinan organizmalarin sayisina, suslarin patojenik
ozelliklerine ve konagin bagisiklik durumuna baghdir. L. monocytogenes
enfeksiyonunun klinik belirtileri tiim duyarli konaklarda ¢ok benzerdir (Vazquez-
Boland, vd., 2001). Listeriosis hayvanlarda klinik olarak meningoensefalitis,
abort/erken dogum ve septisemi olmak tizere ii¢ formda goriiliir (Sekil 2.2). Hastaligin
ensefalitik ve genital formlari, bireysel veya siirii bazinda olusurlar ve birlikte
goriilmeleri nadirdir, bu nedenle her sendromun muhtemelen ayr1 bir patogenezi vardir

(Cantile ve Youssef, 2016).

Gebe uterus listerial enfeksiyona karsi oldukg¢a hassastir. Fetal enfeksiyonun
plasentadan hematojen yol ile olustugi kabul edilir ve yaklagik 5-12 giinliik bir kulucka
siiresine sahiptir. Hem sigirlarda hem de koyunlarda Listerianin neden oldugu
abortlar, gebeligin son ii¢ ayinda meydana gelmektedir. Gebeligin son trimesterinin
erken déneminde uterus enfeksiyonu gelisirse fetiis septisemi sonucu 6liir. Olii fetiis
yaklagik 5 giin i¢inde digar1 atilir. Bu zamana kadar olusan otolitik degisiklikler, kiiciik
makroskobik lezyonlar1 maskeler. Fetus, enfeksiyon gelistiginde doguma yakinsa,
anormal dogum baglar. Siddetli metritis ve septisemi goriilen en yaygin
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komplikasyonlardir. Bu donemdeki fetiislerdeki ve plasentalardaki lezyonlarin otolitik
degisikliklerle gizlenmesi daha az olasidir. Karacigerde kiigiik sar1 nekroz odaklari ve
yiizeysel abomasal erozyonlar makroskobik olarak goriilebilir. Bakteriler tipik olarak
bu hepatik nekroz odaklarinda bulunur. Genellikle sadece mikroskopik olarak
goriilebilen benzer mikroapse odaklari, akciger, miyokard, bobrek, adrenal bez, dalak
ve beyinde bulunur. Bu odaklarin merkezinde az sayida dejenere nétrofil ve
mononiikleer hiicreden olusan bir nekroz alani vardir. Fetiis doguma yakinsa, siddetli
diffiiz non-purulent beyin-omurilik meningitisi de sekillenebilir (Schlafer ve Foster,

2016).

Septisemik (sistemik) listeriosis, aborte fetiislerde ve yenidogan kuzularda, 1
haftalik yasa kadar olan buzagi ve taylarda, diger hayvanlarda ise birka¢ aylikken
ortaya c¢ikar ve multisistemik bakteriyel kolonizasyon ile multifokal multisistemik
koagiilatif nekroz veya mikroapse olusum alanlar ile karakterizedir. Nekrotik alanlar
veya mikroapseler milier dagilim gosterir ve karacigerde ¢ok sayidadir. Ancak kalpte
ve diger i¢ organlarda, notrofillerin ve daha az makrofaj infiltrasyonunun oldugu doku
litik nekrozu ile karakterize ¢ok daha az sayida milier mikroapseler goriiliir.

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

Listerial ensefalit, neredeyse yalnizca yetiskin ruminantlarda goriiliir (Cantile ve
Youssef, 2016). Ensefalitik form, hayvanin bir yonde daireler ¢izerek hareket etmesi
nedeniyle "donme hastalig1" olarak bilinir (OIE, 2018). Meningoensefalitik
listeriozisde olusan klinik belirtiler, beyin kokiindeki lezyonlara iligkindir. Hastaligin
siddetine ve yerlesimine gore klinik belirtiler degisiklik gdsterir; donukluk, tortikollis,
koordinasyon bozuklugu, daire i¢inde yiiriime, bagin duvar veya kap1 gibi saglam bir
cisim elde edene kadar 6ne dogru itilmesi ve tek tarafli fasiyal paraliz (tiikiiriik salgisi,
g6z kapag ve kulakta sarkmalara neden olan) goriiliir (Scott, 2013). Medulla ve
ponstaki yangidan dolayi, kranial sinir disfonksiyon belirtileri olusur. Genellikle
belirtilerden birka¢ giin sonra solunum yetmezligi nedeniyle 2-3 giin i¢inde Sliim

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

Genellikle makroskobik lezyon goriilmez, fakat birka¢ lezyon bildirilmistir.
Bunlar; leptomeningeal opasite, diamaterde V-VIII. sinir bolgesinde sert kahve
odaklar, hemoraji, terminal beyin kdkiinde nekroz, BOS un bulaniklagsmasidir (Cantile

ve Youssef, 2016).

Listeria belirgin olarak beyin kokiine affinite gosterip, en siddetli lezyonlar
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medulla ve ponsta daha az olarak rostral olarak talamus, kaudal olarak spinal kordun
servikal bolgesinde goriilmektedir. Mikroskobik olarak, pons ve medulla merkezli gri
ve beyaz maddede meningoensefalitis karakteristiktir. Ancak lezyonlar
diansefalondan, kaudal medulla veya kranial servikal spinal korda kadar yayilabilir.
Kiictik, erken lezyonlar, mikroglial hiicrelerin serbest kiimelenmeleridir. Zamanla bu
lezyonlar genisler ve ¢ok sayida nétrofili igerir. Daha sonra nétrofiller baskin hale
gelip mikroapseleri olusturur. Fakat baz1 odaklarda makrofajlar 6ncelikli hiicre tipi
olabilir. Karakteristik lezyon parankimde bulunan mikroapselerdir. Bunun disinda
aralarinda az sayida notrofil 16kositin oldugu yogun perivaskiiler mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 ve fokal gliozis hastaligin tipik bulgular1 sayilabilir. Lezyonlarda ¢cok
sayida Gram pozitif etkenleri, gormek miimkiin olabilir. Leptomeningitis her olguda
rastlanir ve genellikle de siddetlidir. Trigeminal sinir ve gangliyonu igeren kranial
gangliyonoritis de siklikla bulunur. Mikroapseler birleserek beyin dokusunda
yumusama ve zaman zaman malasiye neden olabilmektedir (Cantile ve Youssef, 2016;
Dreyer vd., 2015; Krueger vd., 1995; Oevermann vd., 2008). Oevermann vd. (2010),
bu mikroapseleri yapisina gore siniflandirmiglardir. Nétrofillerin daha baskin oldugu
mikroapseler akut ve tip 1 olarak, makrofajlarin baskin oldugu bazen ¢ok ¢ekirdekli
dev hiicrelerinin oldugu lezyonlar ise kronik ve tip 2 mikroapseler olarak
tanimlanmigtir. Ancak, ¢ogu olguda lezyonlarin her iki tipin karisimindan ibaret

olmalar1 nedeni ile bu yapidaki lezyonlar subakut olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 2.2. Hayvanlarda ve insanlarda listeriyozun bulagmasi ve klinik bulgular1 (Dhama, vd., 2015).

Perinatal septisemi ve yenidogan koyun ve kecilerde, siitten kesilmis koyunlarda
gastroenteritis, spinal miyelitis (ates, arka bacak giicsiizliigiine ve felce dogru
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 dortte birini etkileyen nadir bir listeriozis belirtisidir ve
antibiyotiklere yanit vermez (Rawool vd., 2007). Sigirlarda tek tarafli iiveitis ve

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

Listeria monocytogenes, az sayidaki insanda ve sirtinda birden fazla nodiilii olan
bir kopekte pyodermanin nedeni olarak gosterilmistir (Loncarevic, vd.,1999; Cantile
ve Youssef, 2016). Bufalolar ayrica genital sistem enfeksiyonlarinin yaygin oldugu
listeriozise de duyarlidirlar. Listeriyozun serebral formunun develerde de goriildigi

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

Bazen septisemik hastalik formu atlarda ve domuzlarda da goriiliirken,
domuzlarda ensefalitik form hakkinda raporlar mevcuttur. Listeriozis salginlari
kanathilarda sporadik olarak nadiren bildirilir ve bazen de geng civcivlerde gozlenir.
Kusglar hastaligin subklinik tastyicilari olmakla beraber, olustugunda genellikle
septisemi veya lokalize ensefalitis ile seyreder. L. monocytogenes evcil hayvanlarda

ve kuslar disinda kemirgenleri ve vahsi hayvanlar1 da etkilemektedir (OIE, 2018).
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2.6. Listerial Ensefalitis (Rombensefalitis) ve Hiicresel Bagisikhik Yanit

Merkezi sinir sistemine ulasan bakteriler arasinda L.monocytogenes, insan ve
ruminantlarda en 6liimciil olanlardan birisidir (Disson ve Lecuit, 2012). Yapilan son
deneysel calismalarda L. monocytogenes’in mikroglialar yaninda direkt olarak
noronlar1 ve koroid pleksus epitel hiicrelerini de enfekte ettigi gosterilmistir. Aksonal
hasar ve ndronal 6liim, 6zellikle listeriolizin ve lipazlarin etkisi ile muhtemelen yangi

stirecine katkida bulunur (Cantile ve Youssef, 2016).

Doku hasar1 mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Ancak noron ve
aksondaki hasar, muhtemelen yangiya iliskin sekonder olarak sekillenir. Hiicresel
yanit ve beyin hasarinin siddeti arasinda baglanti olabilecegi bildirilmektedir (Cantile
ve Youssef, 2016). Fare modellerinde yapilan son arastirmalar, hastaligin gec
safhalarinda T lenfosit cevabinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Deneysel
enfeksiyondan 6nce yapilan immunizasyon, CD4" ve CD8" T- lenfosit yanitin1 arttirir
ve iyi bir bagisiklik saglar. Farelerde yapilan diger arastirmalarda 6liimle sonuglanan
enfeksiyonda TNF-o (Tumor Nekrosis Faktor) ve IL-10 {iretiminin arttig
gosterilmistir. TNF-o beyin hasarina (apoptotik hiicre 6liimii) ve MSS’nin immun
cevabinin artmasina neden olurken, IL-10 ise, immiinolojik reaksiyonlar {izerinde

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

Listeriozisde bakterilere karsi konak¢ida olusan hiicresel ve humoral bagisiklik
yanitina iligkin ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Buna ragmen L.monocytogenes’in
MSS'ni nasil istila ettigi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan bagisiklik tepkilerinin etkisi
tam olarak anlagilamamistir. Enfekte mikroglial hiicreler, enfeksiyon bolgesine TNF-
a ve MCP-1 gibi inflamatuar sitokinler salgilar. Mikroglia tarafindan sitokin
tretiminin sonuglar1 ve enfeksiyonun mikroglial hiicreler iizerindeki etkisi
bilinmemektedir (Maudet, vd., 2021). Karacigerde, Kupffer hiicreleri olarak bilinen
yerlesik makrofajlar, etkeni aktif olarak fagosite edip, hizla dliimlerine yol agarak
yangisal monositlerin enfeksiyona katilmalarint tetikler. Karacigerin listerial
enfeksiyonu ilk 6nce bir M1 (klasik olarak aktive olmus makrofaj) proinflamatuar
yanit tarafindan kontrol edilir, ardindan infiltre monositlerin M2 (alternatif yolla aktive
olmus makrofaj) polarizasyonu sekillenerek, bu hiicrelerin proliferasyonlarina ve
makrofajlara farklilasmasina izin verir (Blériot, vd., 2015). Norolisteriozis sirasinda
MSS'nde benzer bir siirecin gergeklesip gerceklesmedigi arastirilmaya devam

etmektedir. MSS'ndeki proinflamatuar sinyal, zararli olabilir ve uzun vadeli néronal
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hasarlara neden olabilir (Forrester, vd., 2018). Bununla birlikte mikroglial hiicrelerin
yenilenmesi, MSS'nde immiin fonksiyonlarin degigsmesine yol agabilir (Bennett ve
Bennett, 2020). Referans laboratuvar suslarinin néroinvaziv yeteneginin zayif olmasi
nedeniyle, simdiye kadar ayrintilt mekanik in vivo ¢alismalar yapilamamistir (Maury,

vd., 2016).
2.7. Listerial Enfeksiyona Kars1 Konakg¢1 Hiicre Yaniti

Farelerde deneysel L. monocytogenes enfeksiyonuna karsi dogal ve kazanilmis
bagisiklik tepkilerininin incelenmesi, bu hastalikta bagisiklik sisteminin nasil
calistigina dair 6nemli kazanimlar elde edilmistir. Murin listeriosis, konake¢1 ve patojen
arasindaki bir dizi karmasik etkilesimi barindirmaktadir ve birka¢ anahtar nedenden
dolay1 ilgi ¢ekici bir enfeksiyon modeli olarak hizmet etmektedir. Bunlardan ilki
enfeksiyonun tekrarlanabilir olmasidir. Bununla birlikte, konaktaki bakteri yiikleri
kolayca sayilabilir 6zelliktedir. Bir diger neden ise oldiiriicii olmayan dozlarda L.
monocytogenes’in, giiclil bir bagisiklik tepkisine neden olmasidir. L. monocytogenes,
bireysel viriilans faktorlerinin silinmesine veya farkli antijenleri ifade eden genlerin
eklenmesine izin vermesinden dolay1 genetik olarak da izlenebilir 6zellige sahiptir

(Zenewicz ve Shen, 2007).
2.7.1. Dogal Bagisikhik Yaniti

Dogal bagisiklik yanitlari, L. monocytogenes enfeksiyonunun erken kontrolii
icin gereklidir. Bu yanitlar, bakterinin ¢ogalmasi ve yayilmasimi kontrol etmede
Oonemli bir rol oynayarak, sistemik, 6liimciil enfeksiyona donlismesini 6nler (Zenewicz

ve Shen, 2007).
2.7.1.1. Fagositik Hiicreler

Notrofiller, bu enfeksiyonda antimikrobiyal aktiviteleri araciligi ile bakteriyel
gelismenin ilk kontrolii i¢in 6nemli hiicrelerdir (Czuprynski vd., 1994; Rogers &
Unanue, 1993). Listerial bakterileri yutarak dldiirebilir ve ardindan reaktif nitrojen ve
oksijen ara liriinleri tiretebilirler (Segal, 2005). Ayrica bakterileri tuzaga diisliren ve
Oldiiren graniil tiirevi proteinler ve kromatinden olusan hiicre dis1 tuzaklar1 (NET'ler
olarak adlandirilir) serbest birakarak hiicre dis1 bakterileri de oldiirebilirler
(Brinkmann vd., 2004). Notrofiller, sitokin IL-6 ve diger faktorler tarafindan hizli bir
sekilde enfeksiyoz odaklarina alinir ve ardindan makrofajlara enfeksiyon bdlgesine

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

Makrofajlar, L. monocytogenes enfeksiyonu sirasinda dogal bagisikligin odak
noktasi olmustur. Ciinkii bakteri replikasyonu baslica makrofajlarda meydana gelmesi
yaninda, bakterilerin temizlenmesine aracilik etmede de 6nemli hiicrelerden birisidir.
Yerlesik makrofajlar, 6zellikle karacigerdeki Kupffer hiicreleri, dokudaki bakterilerin
c¢ogunun Oldiiriilmesinden ilk sorumlu hiicrelerdir (Zenewicz ve Shen, 2007).
Makrofajlar enfeksiyona yanit olarak TNFa ve IL-12 salgilar (Havell, 1987; Tripp vd.,
1993; Hsieh). Bu iki sitokin, dogal katil (NK) hiicrelerini IFNy iiretmeye yonlendirir,
bu da makrofajlarin aktivasyonuna yol acar ve bakterisidal aktivitelerini arttirir.
Notrofillerde oldugu gibi, L. monocytogenes'in makrofaj aracili dldiiriilmesi i¢in
reaktif oksijen ve nitrojen ara iriinlerinin olusturulmasi énemlidir (Zenewicz ve Shen,

2007).
2.7.1.2. Yangsal sitokinler

IFNy (tip II interferon), birincil L. monocytogenes enfeksiyonunu kontrol etmek
icin olasilikla en 6nemli sitokindir ve NK hiicreler ile yo T hiicreler (gama/delta T
hiicre reseptorlerini tasiyan T hiicreleri) IFNy'nin 6nemli erken kaynaklaridir
(Hiromatsu vd., 1992; Tripp vd., 1993). IFNy indiiksiyonuna ek olarak, L.
monocytogenes'in tip I interferonlar1 da indiikledigi uzun zamandir bilinmektedir
(Havell, 1986; Nakane & Minagawa, 1984). Tip I interferonlarin indiiksiyonu,
bagisiklik sisteminin bircok viral patojeni temizlemesi i¢in gereklidir. L.
monocytogenes tarafindan tip I interferonlarin indiiksiyonu, aksine bakteriler igin
faydalidir. Baz1 arastiricilar (Carrero vd., 2006; Zenewicz ve Shen, 2007), tip I
interferonlarin L. monocytogenes enfeksiyonu sirasinda erken donemde T hiicresi
apoptozunu indiikledigini ve bunun sonucunda fagositik hiicreler tarafindan daha fazla
IL-10 salgilanmasmma neden olarak dogustan gelen immiin yaniti azalttigin

gostermislerdir.
2.7.1.3. Toll-benzeri reseptor tanima

Fareler tarafindan ifade edilen 11 farkli Toll benzeri reseptor (TLR) i¢in bir¢ok
farkli bakteriyel, viral ve protozoondan tiiretilmis ligandin yani sira sentetik ligandlar
da tanimlanmistir. TLR'ler, makrofajlar dahil bir¢cok farkli immiin hiicre alt grubu
tarafindan esksprese edilir. Patojen kaynakli iiriinlerin TLR tarafindan taninmasi, bu

hiicrelerin aktivasyonuna yol agar ve bu da farkli yangisal sitokinlerin ekspresyonunun
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artmasina neden olur. L. monocytogenes, makrofajlar1 aktive edebilen peptidoglikan,
flagellin ve bakteriyel DNA dahil sayisiz TLR ligand ekspresyonuna sahiptir. L.
monocytogenes tanima i¢in en Onemli TLR, TLR2 olarak goriinmektedir. TLR
ligandinin uygun reseptoriine baglanmasi, farkl sitokin ve antijen sunumuyla ilgili
genlerin ekspresyonuyla sonuglanir ve bu da transkripsiyon faktérii NF-xB'nin

aktivasyonuna giden bir sinyalleme kaskadini baglatir (Zenewicz ve Shen, 2007).
2.7.1.4. Hiicre ici immiinitenin L. monocytogenes'i tanimasi

Son zamanlarda, enfekte olmus hiicrenin kendi i¢indeki enfeksiyonu tespit
etmek i¢in baz1 mekanizmalara sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Fagozomdan kagabilen
canli bakteriler, 1s1yla dldiiriilen veya kacan bakterilere gore bagisiklik tepkisinin daha
iyi uyaricilaridir. Canli L. monocytogenes ile in vitro enfekte olmus dendritik hiicreler
(DCler), T hiicresi aktivasyonu i¢in daha fazla yiizey ortak-uyarici molekiilii ifade eder
ve 1s1 ile Oldurilmis bakterilerle uyarilan DC'lerden daha fazla miktarda
proinflamatuar sitokin salgilar (Brzoza vd., 2004). Makrofajlarda, fagozomdan
kacabilen bakterilerin enfeksiyondan birka¢ saat sonra, benzersiz bir gen ekspresyon
modeli olusturmasinda da benzer bir fenomen gozlemlenmistir (McCaffrey vd., 2004;

Zenewicz ve Shen, 2007).

Hiicresel sistemin, sitozolik bakterileri tanidig1 ve bdylece hiicre i¢i tepkileri
baslattig1 diislinlilen birkag anahtar molekiil tanimlanmistir. Sitosolik proteinlerin
NLR (nod-like reseptor) ailesi, yaklasik 20 {iye icerir. Bunlardan ikisi, niikleotid
baglayici oligomerizasyon domain (NOD) proteinleri (NACHT- ve LRR-) ve pirin
alan iceren proteinleridir (NALP'ler) (Ting & Davis, 2005). Sitosolik mikrobiyal
tirtinlerin taninmasi, TLR sinyallemesinden farkli sinyal kademelerini baglatir ve farkli
bagisiklik tepkileri ile sonuglanir. En iyi ¢alisilmig NLR ailesi iiyeleri, sirastyla Crohn
hastalig1 ve Muckle-Wells sendromunda yangisal bozukluklar ile iliskileri nedeniyle
NOD2 ve NALP3'tiir. Hem NOD2 hem de NALP3, hiicre i¢i L.monocytogenes’in
taninmasinda rol oynar. Cryopyrin olarak da bilinen NALP3, dogal ve kazanilmis
immiin yanitlarin aktivasyonu i¢in dnemli olan olgun IL-1p ve IL-18'in islenmesine ve
salgilanmasia yol acan kaspaz-1'1 aktive eden hiicre i¢i yangisal kompleksin bir

bilesenidir (Mariathasan vd., 2006).
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2.7.1.5. Otofaji

Hiicre i¢i bakteriler hiicre tarafindan tanindiginda, patojenleri yok etmeye
calisabilir. Bu, otofaji siireciyle de basarilabilir (Xu ve Eissa, 2010). Otofaji ilk olarak,
hiicrelerin kendi hiicre i¢i organellerini ve sitoplazmik igeriklerini geri
dontistiirmelerinin bir yolu olarak kesfedilmistir. Daha sonra bu fenomen, invazif grup
A Streptococcus ve Mycobacterium tuberculosis dahil hiicre i¢i patojenler igin iyi
tanimlanmistir (Gutierrez vd., 2004; Nakagawa vd., 2004). Otofagolizozomlarda
bir¢ok hiicre i¢i bakteri bulunabilir. Hiicre i¢i L. monocytogenes otofagositozlanabilir,
ancak bu sadece makrofajlar kloramfenikol ile ilk tedavi edildiginde gozlenmistir
(Rich vd., 2003). Muhtemelen, L. monocytogenes'in otofagositozu, hiicre igi
hareketliligi ve LLO'nun salgilanmasi bakteri c¢evresinde zar olusumunu
engelleyebildiginden, diger bakteriyel patojenlere kiyasla nadir bir olay olabilir
(Zenewicz ve Shen, 2007).

2.7.2. Kazamilmis bagisiklik yanitlar

L. monocytogenes'e 6zgii kazanilmig bagisiklik yanit, dogal bagisiklik yanitlar
takip etmektedir ve DC'ler, dogal ve kazanilmis bagisiklik arasindaki baglantiyi
saglayan Onemli bilesenlerden birisidir (Takeda ve Akira, 2005). Patojenden
kaynaklanan drlinlerin TLR'ler tarafindan 06zel olarak taninmasi, DC'nin
aktivasyonuna yol agan bir sinyal kaskadi baslatmaktadir. Bu aktivasyon, T hiicreleri
uyaran molekiillerin ve sitokinlerin daha fazla ifade edilmelerine yol agar (Jung vd.,
2002). Bakterinin hiicre igine girisiyle birlikte, CD4" ve CD8" T hiicre yanit,
kazanilmis immiin yanitin biiyiilk ¢ogunlugunu olusturur. B hiicreleri, diizenleyici T
hiicreleri ve klasik olmayan MHC T hiicreleri de CD4" ve CD8" T hiicre yanitlarini
etkileyerek bu yanita katkida bulunur (Zenewicz ve Shen, 2007).

2.7.2.1. CD4" ve CD8" T hiicre yanitlari

Dogal bagisiklik hiicreleri L. monocytogenes enfeksiyonunun ilk kontrolii i¢in
onemli olmasina ragmen, bakterilerin tam temizligi i¢cin T hiicrelerine ihtiya¢ vardir.
CD4" ve CD8" T hiicreleri sterilize edici bagisiklik kazandirmak igin 6nemlidir

(Bancroft vd., 1991; Bhardwa;j vd., 1998).

Bagisiklik sistemi tarafindan enfeksiyonun taninmasi, patojenleri ortadan
kaldirmanin ilk ve en 6nemli adimidir. L. monocytogenes gibi hiicre igi bir bakteriyel

patojen i¢in, enfekte olmus hiicrelerin taninmasi, enfeksiyonun kontrol edilmesi
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acisindan oldukga kritiktir. L. monocytogenes antijeni, enfekte olan hiicre tipine bagh
olarak ¢esitli sekillerde T hiicrelerine sunulabilir. L. mononcytogenes hemen hemen
her hiicre tipinin sitozolliinde oldugunda, salgiladig1 proteinler konak¢1 proteazom
tarafindan bozulmaya maruz kalir. Bozulan bu peptitler daha sonra endoplazmik
retikuluma taginir, MHC sinif I molekiilleri lizerine yiiklenir ve hiicre yiizeyinde CD8"
T hiicrelerine sunulur. Profesyonel antijen sunan hiicreler, MHC sinif II yolu iizerinden
CD4" T hiicrelerine lizozomlarda yok edilen bakterilerden antijen sunabilir. Bu
nedenle, L. monocytogenes antijenlerinin T hiicrelerine sunulmasi, enfekte olan
hiicrenin tipine ve ayrica antijenin boliimlendirilmesine baghdir (Zenewicz ve Shen,

2007).

Yaygin goriis, CD8" T hiicrelerinin iki sinerjistik mekanizma yoluyla anti-
listerial bagisikliga aracilik ettigi yoniindedir: (1) hiicre i¢i bakterileri agiga ¢ikarmak
i¢in, enfekte olmus hedef hiicreleri perforin ve granzimler yoluyla parcalamak, boylece
aktive makrofajlar tarafindan oldiiriilmelerini saglamak ve (2) makrofajlar1 aktive
etmek icin IFNy salgilamak (Harty ve Badovinac, 2002). L. monocytogenes
enfeksiyonunun kontrol edilmesinde CD4" T hiicrelerinin rolii, CD8" T
hiicrelerininkinden daha az anlasilmistir. L. monocytogenes, glglii bir Thl yaniti
indiikler ve CD8" T hiicreleri gibi, L. monocytogenes spesifik CD4" T hiicreleri de
makrofaj aktivasyonuna yardimci olabilen IFNy salgilarlar (Daugelat vd., 1994;
Zenewicz ve Shen, 2007).

2.7.2.2. B hiicre yamti

Bakterilerin 6nemli bir kismi1 enfeksiyon sirasinda hiicre i¢i kaldigindan ve hiicre
dis1 ortama ¢ikmaksizin hiicre i¢i yayilma gdosterdiginden, B hiicreleri ve antikor
yanitin L. monocytogenes enfeksiyonunu kontrol etmede sinirli bir etkisi oldugu ifade
edilmektedir (Zenewicz ve Shen, 2007). Hastaligin kendisi ¢ok yiiksek oranlarda
antikor titreleri olugturmamakla beraber, bakterinin por olusturan virulens faktorii
LLO’ya karsi elde edilen monoklonal bir antikorun, LLO’yu hiicre i¢i ndtralize ederek
ve fagozomdan Dbakteriyel kagisi engelleyerek, koruma saglayabilecegi
bildirilmektedir (Edelson ve Unanue, 2001). Son olarak, B hiicrelerinin, L.
monocytogenes enfeksiyonu sirasinda olusturulan bellek CD8" T hiicrelerinin
korunmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir (Shen vd., 2003). Dolayisi ile B hiicreleri
ve antikorlar bu enfeksiyonda mindr bir role sahip olmakla beraber, bu etkileri dnemli

gorilmektedir.
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2.7.3. Epitel Hiicre Invazyonu ile iliskili Sinyal Iletim Yollar:

Normalde fagositik olmayan hiicrelere giris sirasinda Listeria organizmalari
tarafindan tetiklenen sinyal olaylar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Internalin B
aracilt L. monocytogenes aliminin PI3K aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, PI3K tarafindan katalize edilen reaksiyon iirtinleri olan fosfoinositid-
fosfatlar, aktin hiicre iskeletine dogrudan miidahale edebilir ve bdylece hiicre iskeleti
dinamiklerini etkileyebilir (Ireton vd., 1996; Ireton vd., 1999). Buna ek olarak,
l6kotrienlerin epitel hiicrelerinin istilas1 sirasinda L. monocytogenes sinyallemesinde
de rol oynadigi disiiniilmektedir. MEK-1/ERK-2 aktivasyonu, konak epitel
hiicrelerine L. monocytogenes girisine yol agan sinyal iletim sisteminin bir bilesimini

olusturabilir (Vazquez-Boland vd., 2001).

2.7.4. Makrofajlarda NF-kB'nin Aktivasyonu ve Konak Gen Ifadesinin

Modiilasyonu

Immiinolojik agidan énemli birgok genin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
alan NF-kB, tiim hiicre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. Listeria
monocytogenes enfeksiyonu, makrofajlarda transkripsiyon faktorii NF-kB'yi artirir. L.
monocytogenes'in sitoplazmaya ¢ikmasi, kalict NF-kB aktivasyonunu indiiklemek i¢in
PrfA-bagimli proteinlerde bir 6nkosuldur. L. monocytogenes ile enfekte makrofajlarda
kalict NF-kB aktivitesi muhtemelen fagozomdan kagis sirasinda ya da hiicre i¢i
kopyalanan bakteriler tarafindan indiiklenen bir sinyale dayanir. Yiiksek seviyede
kalic1 NF-kB aktivasyonuna yol agan mekanizma agik¢a ActA, PC-PLC ve PI-PLC'ye
baglidir. Bununla birlikte, kalict NF-kB aktivasyonu, memeli hiicresinde ifade edilen
bakteriyel virlilans gen iirlinleri yoluyla modiile ediliyor oldugu kabul edilmektedir

(Hauf vd., 1997).
2.7.5. Endotel Hiicrelerinin Enfeksiyonu Sirasinda Konake¢r Yanitlar:

Listeria monocytogenes'in internalinleri (InlA ve InlB), beyni istila etmeyi
kolaylagtirmak i¢in hiicresel reseptorleri E-kaderin ve mezenkimal-epitel gecisi
(MET) ile etkilesime girer. L. monocytogenes tiirleri, endotelyal hiicrelerde NF-xB'yi
aktive ederek P- ve E-selektin, hiicreler arasi adezyon molekiilii 1 (ICAM-1), Vaskiiler
hiicre adezyon proteini 1 (VCAM-1), IL-6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) ekspresyonunu tesvik eder. Bakteri tiim bu molekiillerin yardimiyla kan-

beyin bariyerini gegebilir (Al-Obaidi ve Desa, 2018).
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2.8. Dogal bagisiklikta tanima molekiilleri (Alarminler)

Ruminantlarda listeriozisde beyinde sekillenen bagisiklik yanitinda rol alan
hiicreler (Di Palma vd., 2012; Krueger vd., 1995) ile baz1 sitokinlerin (Abdlla vd.,
2015) belirlenmesine iliskin detayli caligmalar mevcuttur. Bununla birlikte immun
sistem i¢in erken uyari sinyalleri olarak etki eden ve temelde endojen olarak bulunan
alarmin denen baz1 molekiillerle ilgili ¢caligmalara veteriner hekimlik alaninda pek
rastlanmamaktadir. Alarminler aslinda hiicre 6liimii, doku hasar1 ya da mikrobiyal
saldir1 gibi tehlike durumlarinda aciga ¢ikan, endojen DAMP (Damage-associated
molecular patterns-hasar iliskili molekiiler yapilar) molekiilleridir ve tehlike
durumlarinda immun sistemi uyarict etki yaparlar (Matzinger, 1994; Nie vd., 2016).
DAMP molekiilleri baslica I0kositlerin (6zellikle de antijen sunan hiicrelerin)
aktivasyonunu ve goglerini saglayarak immun sistemi uyarmak iizere kemotaktik ve
PRR (Pattern recognition receptors; kalip tanima reseptorleri=Toll benzeri reseptor ve
Retinoik asit-indiiklenebilir gen 1 benzeri reseptdr= RIG-I benzeri reseptdrler= RLR
gibi)’'ni duyarli hale getirirler. Alarminler koruyucu amacl, konak¢1 yanitina katki
yapan immunostimulatér DAMP’lar olarak kabul edilirler, fakat tiim DAMP’larin
immunostimulator 6zelligi yoktur. Bazen de DAMP’lar sitokin gibi hiicreler arasinda
uyart islevine sahip olduklarindan ve sitokin firtinasi denen tarzda asiri immun yanit
olustugunda konakge1 i¢in tehlikeli olarak kabul edilirler. DAMP ve alarmin ifadeleri
literatiirde bazen birbiri yerine kullanilan iki terim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Nie

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

Simdiye kadar belirlenen alarminler birka¢ kategoride siniflandirilmistir (Nie

vd., 2016):

Tablo 2.1. Iyi tamimlanmig alarminler, reseptdrleri ve biyolojik rolleri (Nie vd., 2016)

Alarmin Reseptor Biyolojik aktivite ve
fonksiyon

AMP (anti-mikrobiyal Antimikrobiyal etki

peptidler)

Defensin (o, 3, 0) CCR2, CCR6, TLR4 Lokosit ¢ikisi

Katelisidinler (LL-37 ve FPRLI1/FPR2, TLR7,8,9 Sitokin olusumu

CRAMP

EDN ve digerleri TLR2 APC/DC aktivasyonu, immun
yanit uyarimi ve yangt

DNA baglayan proteinler Gen ekspresyonunun
diizenlenmesi

HMGN1 TLR4 Lokosit ¢ikist

HMGBI1 CXCR4 ve RAGE Sitokin salinimi

IL-1o TLR2,4,7,8,9,CD24 APC/DC aktivasyonu
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IL-33 IL-1R ve ST2 Immun yamtmn uyarimi ve

yangi

HSP (Is1 sok proteinler) Protein korunmasi

HSP70, 90, 96 CD14, CD40,CD91, TLR2,4 APC/DC aktivasyonu, Treg
slipiiriicii reseptorler (SRA1)  hiicre polarizasyonu, yangi

Iyon baglayan proteinler Lokosit ¢ikist

Laktoferrin RAGE, TLR2, 4 Sitokin olusumu

S100A8 ve SI00A9 RAGE, TLR4 APC/DC aktivasyonu, immun

yanitin uyarimi, yangi
Digerleri Lokosit ¢ikist
ATP ve diger P2Y», 6, 12, P2X5 Sitokin olusumu, APC/DC

aktivasyonu, yangi

CCR=CC kemokin reseptor, TLR=Toll-benzeri reseptor, LL-37=16sin-10sin-37(katelisidin iliskili
antimikrobiyal peptit), CRAMP=Kathelin iliskili antimikrobiyal peptit, FPRL=formil peptit reseptor
benzeri, EDN=eosinofil kaynakli norotoksin, HMGBI=high mobility group box 1 protein,
HMGN1=Yiiksel mobilite grup nucleosom bagli alan 1 protein, IL=interlokin, CXCR=CXC kemokin
reseptor, RAGE=gelismis glikasyon son triinleri i¢in reseptor, ST2=IL-33 reseptorii, HSP=1s1 sok
protein, APC=antijen sunan hiicreler, DC=dendritik hiicre.

2.9. HMGBI1 (High Mobility Group Box-1)

Alarmin aktivitesine sahip dogal bagisiklikla ilgili antimikrobiyal peptit ve
proteinler arasinda defensinler, cathelicidin, EDN yaninda HMGB1 en iyi
tanimlanmis, yapisal olarak farkli molekiillerdir ve fonksiyonlar: iyi bilinmektedir
(Oppenheim ve Yang, 2005; Nie vd., 2016). Ad1 gecen DAMP’lar igerisinde non-
histone niiklear bir protein olan HMGB1 bunlarin prototipi olarak kabul edilir ve en
cok calisilan high-mobility group (HMG) proteinlerdendir (Andersson vd., 2014;
Pisetsky, 2011; Yanai vd., 2013). HMG proteinlerin temel gdrevleri nukleozomlara
baglanarak kromozom yapisini ve gen transkripsiyonunu diizenlemektir (D. Yang vd.,
2010). HMG proteinler’ler 30 yil kadar once ilk kez belirlenmistir ve HMGA
(HMGAI1a, 1b, 1c ve 2), HMGB (HMGB1-4) ve HMGN (HMGNI, 2, 3, 4 ve NBD-
45) ailesi olarak siniflandirilirlar (Bianchi ve Agresti, 2005; Graham H. Goodwin vd.,
1973; Hock vd., 2007). HMG proteinler hemen hemen tiim embriyonik dokularda
mevcutturlar ve gelisimle birlikte bazilarinin (HMGA1, HMGB2, HMGB3 ve
HMGN1 ve HMGN2) ekspresyonlar1 kaybolur (Hock vd., 2007). Embriyonik gelisme

ve hiicre farklilagsmasinda anahtar rol oynar (Muller vd., 2004).

HMGBI, A ve B kutular1 olarak adlandirilan iki katlanmig sarmal DNA baglama
motifi ve bir dizi glutamik ve aspartik asit iceren asidik bir kuyruk igerir. HMGBI,
sirastyla A kutusunda (aa 28-44) ve B kutusunda (aa 179-185) bulunan iki NLS
(Niikleer yerlesme bolgesi)'ye sahiptir. NLS1'de dort adet korunmus lizin kalintisi
varken, NLS2'de bu say1 bestir (Sekil 2.3). Asetilasyon modifikasyonuna duyarhidirlar,
bu da niikleer dislama ve ardindan HMGBI1’in serbest kalmasi(Sekil 2.3-A) ile
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sonuglanir. Tki yakin simetrik boxA alani, DNA'y1 bitkmek icin isbirligi yapar (Sekil
2.3-B)(Sanchez-Giraldo vd., 2015; Ugrinova ve Pasheva, 2017).

(p53 transaktivasyon TLR4-baglh RAGE _baglt
aglanan sitokin aktivite lan & aﬂt;';dakten](el
alau alam ivite

=
S U} (89 108) 150 183 (201-205)
1%+ ol | 162 16 o1
NHZ2 —{ BOX B COOH
c23 cas C106

Helix Il L2 Helix 1l

HMGB1 box A HMGB1 box A
( zincir B) ( zincir A)

Sekil 2.3. HMGBI1 protein yapisinin semast (Ugrinova ve Pasheva, 2017).

HMGB1 hem hasarli nekrotik dokularda hem de aktive olmus monosit/makrofaj,
dendritik hiicreler ve dogal katil (NK) hiicrelerden salinabilir. HMG proteinlerin
salinomi PAMP’lar (pathogen-associated molecular patterns, ornegin Toll-like
reseptorler), bakteriler, iskemi/reperfiizyon’un yol actig1 hipoksi veya proinflamatuvar
sitokinlerce baslatilabilir (Yanai vd., 2013; D. Yang vd., 2010). Onceleri HMGBI,
non-infeksiydz veya steril yangisal olaylarda, immun sistemin uyarilmasinda gorev
alan bir DAMP olarak kabul edilirdi. Bununla birlikte son zamanalarda infeksiyoz ve
steril yangilarin birlesim noktasinda HMGB1’in biyokimyasi, molekiiler biyolojisi ve
immiinolojisi konularindaki 6nemi vurgulanmakta ve yangiya iligkin gelecekte tedavi
amacl ila¢ gelistirilmesindeki potansiyeli ortaya konulmaktadir (Andersson vd.,
2014). Ekstraselliiler HMGB1’in steril ve enfeksiyoz hasarda yangiya neden oldugu
ve hastalik patogenezisinde dnemli katkilart oldugu bildirilmistir (Lu vd., 2014; D.
Yang vd., 2010).

HMGBI (sinir sistemi konseptinde kullanilan diger isimleri ile p30, heparin
baglayan protein, amphoterin veya sulfoglukoronil karbonhidrat baglayan protein—

SBP-1) niiklear bir komponenttir ve nukleusta B tip DNA’nin mindr yarigina
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baglanarak, bazi steroid hormon reseptorleri, p53, NF-xB, protein veya TBP iceren
homebox’larin transkripsiyonel aktivasyonlarini diizenler. Bunun disinda HMGB1’in
anti-apoptotik 06zelligi vardir ve UV, CD95, TRAIL, caspase8 ve Bax iligkili
apoptozisi 6nledigi bildirilmektedir (Merenmies vd., 1991; Zayed vd., 2003).

HMGBT’in hiicre kompartmanlar arasinda gecisi s6z konusudur. HMGB1’in
major tipi nukleusta bulunan tiyol izoformudur. Bu, nekrozda salinan temel izoform
olup kemokin benzeri gorev yaparak nekroza ugrayan bdlgelere yangi hiicrelerini
ceker. lkinci izoformu disiilfit-HMGBI1, proinflamatuvar sitokin benzeri bir
molekiildiir; sitokin  ve diger yangisal mediatorlerin  salinmasi  ig¢in
monosit/makrofajlar1 ve diger hiicreleri aktive eder. Ugiincii izoformu ise okside-
HMGB1 dir ve gorevi anlagilamamakta beraber yangisal olaylarla iliskisinin olmadig1

ifade edilmektedir (Andersson vd., 2014).

HMGBI primer olarak aktive olmamis hiicrelerde nukleusta bulunur, fakat
PRR’larin aktive olmasi ile birlikte dakikalar igerisinde sitoplazmada birikir. Nuklear
HMGBI1 aktif olarak ve siirekli nuklear membrandaki 6zel porlar araciligi ile
sitozolden nukleusa girip ¢ikar. Sitoplazmada HMGBI1 orani, spesifik lizin
kalintilariin asetilasyon durumu ile belirlenmektedir (Andersson vd., 2014; Lu vd.,
2014). Enfeksiyon veya hasar sirasinda aktive olan immun hiicreler ve hasarli hiicreler
tarafindan ekstraselliiler bosluga salinir, burada HMGBI1 proinflammatuvar medyator
olarak fonksiyon gorerek, yangisal hastaliklarin patogenezisine katki yapar (Lu vd.,
2013). HMGB1’in nukleustan sitoplazmaya translokasyonun mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber, bu gecise inflamazomlarin (Lu vd., 2013) ve JAK/STATI1
uyariminin (Lu vd., 2014) neden oldugu gosterilmistir. HMGB1’in 6lii, 6lmekte olan
ya da hasarli hiicrelerin nukleusundan salinimi pasif yolla olurken, aktif salinimi
immun hiicrelerce olmaktadir (Yu vd., 2015). HMGB1’in aktif sekresyonu agiri
sitoplazmik birikime bagli olup, endolizozomal kompartimanlarda izole edilerek

ekstraselliiler bosluga salinir (Musumeci vd., 2014).

Bir kez salindig1 zaman HMGB1, RAGE (receptor for advanced glycation end-
products) ile TLR2 (toll-like receptor2) ve TLR4 reseptorlerine baglanarak TNF-a ve
IL-6 gibi proinflamatuvar sitokin salinimina ve ekspresyonuna yol acar (Andersson
vd., 2000). RAGE, HMGBI i¢in primer reseptor olarak kabul edilir ve RAGE insan
ve farelerde MHC kompleks yakininda yerlesmis, immunoglobulin superfamilyasi

iyesi olarak kabul edilen bir gendir. RAGE noron, endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri,
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monositler, makrofajlar ve immature dendritik hiicrelerde bulunmaktadir (Andersson

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

HMGBI1 nétrofiller dahil ¢ekirdekli hiicrelerin  membran biitiinliigiiniin
bozulmasi sonucu nekrozu neticesinde pasif olarak ekstraselliiler bosluga salinir (Yang
vd., 2009). Mononiiklear fagositler de ¢esitli PAMP veya proinflamatuvar sitokin gibi
aktivatorlerle temasta HMGBI1 olustururlar. Bununla birlikte HMGB1’in aktif
l6kositlerce salinimi klasik Golgi ve endoplazmik retikulum bagimli sekresyon
yolagindan farkli bir yolla olur. Bu siire¢ nukleusta HMGBI1’in 43 lizin rezidiilerinin
cogunun asetilasyonu ile birlikte nukleustan endolizozomlara gegisini ve sonrasinda
eksositozu takip eder (Musumeci vd., 2014; Yang vd., 2009). Ekstrasellular HMGBI,
antijen sunan hiicreler i¢in, 6zellikle makrofajlar ve dendritik hiicreler i¢in bir aktivator
veya sitokin gibi gorev yaptigi bildirilmektedir (Dumitriu vd., 2007; Yang vd., 2009;
D. Yang vd., 2010). Yapilan bir calismada notrofil degraniilasyonu veya 6liimii sonucu
saliman HMGBI1 gibi alarminlerin, nétrofil 16kositler ile dendritik hiicreler arasinda
baglant1 kurarak, dogal ve kazanilmig immiiniteyi uyardigi belirlenmistir (Yang vd.,

2009).
2.9.1. MSS’nin gelisiminde ve hastaliklarinda HMGBI1 proteinin rolii

HMGB!’in omurgalilarin sinir sistemi hiicrelerinde iki farkli sekilde gorev
aldig1 ortaya konulmustur. Bunlar; niikleer “mimari” faktor olarak ontojenik geligimi
tesvik etmesi ve salgilanan bir inflamatuar faktér olarak noroinflamasyonda gorev
almasidir. Erken beyin gelisimi sirasinda HMGBI1, merkezi sinir sisteminde karmasik
bir zamansal dagilim modeli gdsterir. On beyin gelisimi gibi siiregler i¢in kritik olan
norit bliylimesini ve hiicre gogiinii kolaylastirir. Yetiskinlik doneminde, HMGBI,
omurilik ve beyindeki hasardan sonra noroinflamasyonu indiiklemeye hizmet eder

(Fang vd., 2012).

HMGBI esas olarak ndronlar ve glial hiicreler de dahil olmak {izere tiim hiicre
tiplerinde ifade edilir. TBI (Travmatik beyin hasari) (Okuma vd., 2012), subaraknoid
kanama (SAH) (Haruma vd.,2016), epilepsi (Fu vd., 2017), alzheimer hastalig1 (AD)
(Fujita vd., 2016), amyotrofik lateral skleroz (ALS) (Coco vd., 2017; Paudel vd.,
2020), parkinson hastaligi (PD) (Sasaki vd., 2016) gibi ¢esitli ndroinflamatuar
kosullarda hiicre dist HMGB1'in asir1 ekspresyonu gozlenmistir. Salgilanan HMGB1
seviyeleri, noronlarin apoptozisi ve nekrozu ile korelasyon gostermektedir (Kawabata
vd., 2010). Ayrica, TBI (Gao vd., 2012), SAH sonrasi1 erken beyin hasar1 (EBI)
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(Haruma vd.,2016), serebral iskemi ve hipoksik iskemi (HI) (Chen vd.,2019) gibi
cesitli beyin hasari tiplerinde HMGBI1 aracili ndroinflamatuar yanit sekillendigi

belirlenmistir.

Deneysel TBI indiiksiyonunun yapildigi bir ¢alismada, HMGB1’in artan
ekspresyonunun goriilmesinin yaninda, TBI’den sonra ikinci hasara yol acgan
noroinflamatuar yanitt yonlendirdigi de ortaya konulmustur. TBI, HMGBI1'in
niikleositoplazmik translokasyonu ile ekstraseliiler ortama salinmasini indiikler. Hiicre
dis1t HMGBI, kismen oksitlenip, HMGB1'in disiilfid formunu olusturabilir. Disiilfid
HMGBI, daha sonra TLR4 (Toll benzeri reseptor 4) ve RAGE reseptor sistemine
baglanir. Bu da MD-2 (Miyeloid farklilagsma faktorii-2) ile etkilesime girer ve
MyD88'e (Miyeloid farklilagsma yanit proteini 88) bagli yolagi baslatir. Ayn1 zamanda
ERK (Hiicre dis1 sinyalle ilgili kinaz) yolagini baslatmak i¢in Ras'a baglanir. HMGBI1 -
TLR4 ekseni, hem dogrudan hem de TRAF6 (TNF reseptorii ile iligkili faktor 6)
aracilifiyla NF-xB sinyalini etkinlestirebilir. Bu yollar nihayetinde NF-xB ile
etkilesime girer ve birkac pro-inflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) iireterek
noroinflamatuar yanitin olusmasina yol acar. Bu sekilde, HMGBI, asin
noroinflamasyon ile birlikte, M1 polarizasyonu, apoptozis, oksidatif hasar, beyin
O0demi, artan KBB gecirgenligi yollartyla TBI kaynakl ikincil hasara aracilik edebilir
(Webster vd., 2019a; 2019b).

2.10. RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products)

HMGBI, birden fazla reseptor araciligiyla sinyal verir. Bugiine kadar, belki
15'ten fazla farkli HMGBI1 reseptorii tanimlanmistir. Bazilart HMGBI1 ile dogrudan
etkilesime girer (RAGE, TLR4 / MD-2, TIM3 vb. gibi) ve bazilart HMGB1'in sinyal
yolunu agmak i¢in diger molekiiller veya komplekslerle etkilesime giren karmasik

ligandlara ihtiya¢ duyarlar (Ugrinova ve Pasheva, 2017).

RAGE, gelisen sinir sisteminde ndrit biliylimesinde rol oynayan amfoterin
baglanma reseptorii olarak tanimlanan ilk HMGBI1 reseptoriidiir (Hori vd., 1995).
Adindan da anlasilacag1 gibi, RAGE, gelismis glikasyon son {irtinlerini (AGE'ler)
baglar. Ancak yakin zamanda, ¢oklu fizyolojik ve patolojik siirecleri diizenleyen
molekiiller olan HMGBI1, S100 ailesi iiyeleri, amiloid-B peptid, DNA, RNA ve
digerleri dahil olmak {izere yapisal olarak farkli molekiillere baglandig agiklanmustir.
RAGE, immiinoglobulin gen siiper ailesine aittir. Hiicre dis1 bir alan, kisa bir zar ge¢is
alan1 ve 43 amino asitli bir sitoplazmik kuyruktan olusur. HMGB1 kaynaklit RAGE
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aktivasyonu, sepsis, kanser, romatoid artrit, diyabet ve diyabetik nefropati,
ateroskleroz ve ndrolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklara katkida bulundugu ortaya

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

3.1. Materyal

Bu calismada Listeria spp. ile dogal olarak enfekte, 15 adet koyunun beyinlerine
ait arsiv materyalleri kullanildi. Bu materyaller, ¢alismanin yiiriitiilecegi Ondokuz
Mayis Univeristesi, Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali ile Tarim ve Orman
Bakanligi, Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii, Patoloji Laboratuvari arsivinden
saglandi. Calisma, listerik ensefalitiste lezyonlarin en belirgin oldugu beyinin
rombensefalon (pons, medulla oblongata) bolgesine ait kesitlerde yiiriitiildii. Parafin
bloklar hazirlanirken, hayvanlara ait anemnez bilgileri ve diger bulgular1 kayitlardan
cikarildi ve olgular numaralandirildi. Bu islem sirasinda Listeria spp.’nin varlig
konvansiyonel mikrobiyoloji, PCR veya immunohistokimya ile dogrulanmis olgular
oncelikli olarak kullanildi. Laboratuvar kayitlarina gore; bakteriyolojik olarak yalnizca
10 nolu olguda L. grayi, 11 nolu olguda L. ivonovi izole edilmis olup, diger olgularda
bakteriyolojik degerlendirme yapilamamistir. Hastaligin dogrulanmasi biiytlik oranda
Listeria spp. i¢in uygulanan immunohistokimyasal boyamalar ve tipik histopatolojik

bulgulara gore yapilmistir.

Herhangi bir enfeksiy6z ya da sinir sistemiyle iligkili bir hastaligi olmayan,
normal 5 adet koyuna ait rombensefalon bolgesi kontrol olarak tutuldu ve enfekte

beyinlere yapilan islemler, ayni sekilde bu beyinlerde de uygulandi.
3.2. Metot
3.2.1. Histopatolojik Inceleme

Listeria pozitif olgulara ait arsivsel bloklardan mikrotom (Leica) ile 4-5 pm
kalimliginda alinan kesitler, rutin prosediirle hematoksilen-eozin ile boyandi. Bu
amagcla alinan kesitler 6nce ksilolde deparafinize edildi, ardindan absoliit, %96 'lik,
%80'lik ve %70’lik alkollerden gegcilip rehidre edildikten sonra Mayer's hematoksilen
ile boyandi. Kesitler akan musluk suyu ile yikanip asit alkolle muamele edilerek
boyanin fazlasi giderildi. Distile suda yikama islemini takiben, kesitler eozin ile
boyanip seri alkollerden ve ksilolden entellan ile kapatildi. Hazirlanan preperatlar

Nicon Eclipse E600W 151k mikroskobunda incelendi.

Gozlenen lezyonlar Oeverman vd. (2010) ve Di Palma (2012) tarafindan yapilan

siniflandirmaya gore nicelik olarak 3 asamada degerlendirildi:
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1.Lezyonlar siiresine gore: Tip 1-mikroapseler: notrofillerin daha baskin
oldugu lezyonlar (akut ensefalitis); Tip 2-mikroapseler: makrofajlarin baskin oldugu,
bazen ¢ok cekirdekli dev hiicrelerinin bulundugu lezyonlar (kronik ensefalitis); Tip
3mikroapseler: Tip 1 ve Tip 2 lezyonlarin karisimindan ibaret olan lezyonlar (subakut
ensefalitis) olarak ayirimlar1 yapildi. Olgularin degerlendirilmesi, baskin olan forma
gore rolatif olarak yapildi. Diger iki asama bu grupta siniflandirilan kesitlere gore

degerlendirildi.

2.Mikroapseler biiyiikliigiine gore: 0= mikroapse yok, 1=tek kiiciik apse,
2=birkag kiiciik ve bliyiik mikroapseler, 3=orta derecede birlesen mikroapseler, 4=¢ok

sayida parankimi genis alan halinde tutan mikroapseler olarak siniflandirilds,

3. Perivaskiiler (PV) hiicre infiltrasyonu yapisina gore: 0= yok, 1=tek hiicre
kat1 halinde infiltrasyon, 2=iki tabakali perivaskiiler hiicre infiltrasyonu, 3=li¢ veya
dort kat halinde perivaskiiler hiicre infiltrasyonu, 4=dort katmandan daha c¢ok sirali

perivaskiiler hiicre infiltrasyonu seklinde derecelendirildi.

Ayrica noronal nekroz, 6dem, ndronofaji, fokal gliozis, aksonal sferoidler ve

meningitis gibi diger lezyonlarin varligi semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
3.2.2. immunohistokimyasal inceleme
3.2.2.1. immunoperoksidaz Yontem

Immunoperoksidaz teknik, beyin dokusunun bazi bélgelerinde HMGBI
ekspresyonunu belirlemek iizere kullanildi. HMGBI1 ekspresyonu i¢in histopatolojik
olarak degerlendirilen olgularda ve kontrol hayvanlarda HMGBI1 ekspresyonlarini
belirlemek {iizere, ilgili bloklardan 3-aminopropiltrietoksilan (APES) kapl adeziv
ozellik kazandirilmig lamlara 6 pm kalinliginda ilave kesitler alinarak streptavidin-
biotin peroksidaz kompleks (SABPK) teknigi ile boyanmistir.(Schmidt vd., 2014). Bu
teknige uygun olarak ilgili belirteglere karsi ticari olarak bulunan ve Tablo 3.1 de
gosterilen antikorlar kullanildi. Bu amaca uygun olarak streptavidin-biotin
immunohistokimya kiti (invitrogen, cat no:85-9043, HRP) kullanild1 ve test yontemi
ilgili firmanin direktifleri dogrultusunda siirdiirtildii. Parafin bloklardan APES kaplh
lamlara almman kesitler, 6nce iki kez ksilende 10’ar dakika bekletilerek parafini
giderildikten sonra, sirastyla absoliit alkol, % 96 ve % 70’lik alkol serilerinden
gecirilerek rehidre edildiler. Tiim asamalar nemli ortamda ve/veya oda 1sisinda

gerceklestirildi. Tiim yikama asamalarinda fosfat tamponu (pH 7,4) kullanildi.
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Endojen peroksidaz aktivitesi metanoldeki %3’liik H>O. ile 10 dk. bekletilerek
giderildi. Kesitler, formalin soliisyonuna ve arsivdeki bekleme siiresine bagli olarak
inaktive olmus antijenik yapiy1 agiga cikarmak tizere ve antikorlarin kullanim
teknigine gore tablo 3.1.°de belirtilen uygun antijen agiga c¢ikarma yontemleri
uygulandi. Buna gore sitrat tamponlu (pH 6) antijen agiga c¢ikarma soliisyonu
icerisinde mikrodalga firinda 800 watt’da 20 dk. tutulduktan sonra sogumaya
birakildilar. Spesifik olmayan antijenik baglanmalari engellemek i¢in kesitler %10’luk
keci serumunda 10 dk. muamele edildikten sonra tablo 3.1°de adi gecen primer
antikorlar ile +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin PBS ile 3x5 dk
yikamay1 takiben kesitler kit kapsaminda bulunan sekonder antikorla 20 dk. muamele
edildi. Kesitler PBS ile 3x5 dk yikandilar ve 20 dk. siireyle peroksidaz enzimi konjuge
streptavidin ile inkiibe edildiler. Tekrar PBS ile 3X5 yikama sonrasi 3-amino-ethyl-
carbazole (AEC) kromojeni ile 5 dk. (mikroskop altinda kromojenin reaksiyonu
kontrol edilerek) boyanarak antijenler gorlinlir hale getirildi. Son olarak kesitler
Mayer’s hematoksilen ile 1-2 saniye karsit boyamalar1 yapilarak musluk suyu ile

yikand1 ve su bazli immun yapistirici1 (Thermo) ile kapatildi.

Tablo 3.1. Immunohistokimyasal (SABPK) boyamalarda kullanilan antikorlar ve 6zellikleri

Antikor | Konake | Izotip | Antikor tiirii Antijeni aciga Sulandirma Uretici
(Klon) cikarma yontemi orani firma
Anti- tavsan poliklonal Uygulanmadi 1:2000 TO
Listeria Bakanligi
monocyto BVKE
genes
Anti- tavsan IgG poliklonal | Sitrat tamponlu (pH 6) 1:250 Novus
human solusyonda Biologicals
HMGBI Mikrodalga firinda Cat no:
800watt 20 dk NB100-
2322

3.2.2.2. ikili immunofloresan Yontem

HMGBI1 ekspresyonunun hangi hiicrelerde ne oranda ifade edildigini ve
subselliiler lokalizasyonunu belirlemek iizere ikili immunfloresan boyama teknigi
kullanildi. Bu immunfloresan teknik icin, her koyuna ait beyinin rombensefalon
bolgesine ait dokulardan alinan seri kesitler iizerinde Tablo 3.2°de ozellikleri
gosterilen sinir sistemi ve infiltre olan hiicreler i¢in mevcut ticari antikorlar kullanildi.
Ayni konakg¢ida hazirlanmisg iki farkli birincil antikor kullanimi i¢in ihcword

(Immunofluorescence Double Staining Protocol) tarafindan dnerilen prosediir uygulandi.
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Bunun i¢in, Olig2 (Oligodendrosit), GFAP (astrosit) ve CD11b (aktif mikroglia)
antikorlar1 ile HMGBI1 nin ikili immunfloresan boyamalar1 yapildi. Kesitler 6zgiil
olmayan antijen-antikor reaksiyonlarin1 engellemek icin protein bloklama
solusyonunda 10 dakika tutuldular. HMGBI1 i¢in primer antikor ile inkubasyona
birakilan kesitlere daha sonra bu primer antikora 6zgili ve rodamin ile isaretli sekonder
antikor ile karanlik ortamda inkiibe edildi ve bu asamadan sonra tiim inkubasyonlara
karanlik ortamda devam edildi. Mikroskopta HMGB1 boyanmasi kontrol edildikten
sonra ikinci primer antikor inkiibasyonu asamasia gegildi. Oncelikle ikinci sekonder
antikorun hazirlandigr hayvana ait serumda protein bloklama yapildi. Bu asamay1
takiben kesitler ikinci primer antikorlarin (Olig2, GFAP ve CD11b) inkubasyonlart ile
devam edildi ve bunlar i¢in de FITC (Fluorescein isothiocyanate) ile igaretli ikinci bir
sekonder antikor kullanildi. FITC boyamalarin kontrolleri mikroskobun uygun filtresi
kullanilarak yapildi. Bu islemi takiben kesitlerde DAPI ile ¢ekirdek boyamalar1 yapildi
ve anti-fade yapistirict ile kesitlerin iizeri kapatilarak ve flouresan eklentili
mikroskopta (Nikon Eclipse E600) incelendi. Protein bloke edici serumu ile
inkubasyon asamasi hari¢ tim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika siireyle
PBS+Tween20 soliisyonu ile yikama yapildi. Kesitlerde ayn1 bolgede/hiicrede farkli
floresan boyalarla boyanan alanlar fotograflanip, Photoshop programinda birlestirildi.
Immunofloresan  goriintiiler  birlestirildikten elde edilen

sonra fotograflar

degerlendirilmeye hazir hale getirildi.

Tablo 3.2. Ikili Immunfloresan boyamalarda kullanilan primer ve sekonder antikorlar ve 6zellikleri

Antikor | Konake | izotip | Antikor tiirii Antijeni aciga Sulandirma | Uretici
(Klon) ctkarma yontemi orani firma
Anti- tavsan | IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.6) 1:250 Invitrogen
human solusyonda mikrodalga Cat
HMGBI1 firimda 800watt 20 dk no:PA1-
16926
Anti- tavsan | N/A poliklonal Tris-Edta (pH.9) 1:500 Millipore
rabbit solusyonda Cat no:
OLIG2 mikrodalga firinda AB9610
800watt 20 dk
Anti- tavsan IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.6) 1:100 Novus
bovine solusyonda mikrodalga Biologicals
GFAP firmda 800watt 20 dk Cat
no:NB120-
16997
Anti- keci IgG poliklonal Sitrat tamponlu (pH.9) 1:250 Abcam
human solusyonda Cat no:
CDl11b mikrodalga firinda AB62817
800watt 20 dk
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Rodamin | keci IgG poliklonal - 1:200 Invitrogen
igaretli Cat no:
anti- 31670
rabbit
sekonder
antikor
Anti- kegi IgG poliklonal - 1:200 Abcam
rabbit Cat no:
FITC AB7086
isaretli
sekonder
antikor
Anti- esek IgG poliklonal - 1:100 Abcam
Goat Cat no:
FITC AB7121
isaretli
sekonder
antikor

3.3. immunohistokimyasal Boyama Sonuclarinin Analizi

HMGBI antijenin immunoreaktivitesi  ve Listeria  antijeninin
immunohistokimyasal dagilimi yaninda Olig2 (oligodendrosit), GFAP (astrosit) ve
CD11b (mikroglia) gibi hiicre belirtecleri ile HMGB1 ’in ikili immunofloresan boyama

sonuglar1 semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

Derecelendirmede incelenen fotograflardaki pozitif hiicre ve alanlar baz alinarak
analiz i¢in yliksek yogunlukta reaksiyon gosteren alanlar rastgele se¢ildi. Rastlantisal
10 mikroskop sahasinda pozitif boyanan hiicreler sayilarak puanlama yapildi. Elde

edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Doku kesitlerinde, HMGBI1 ve hiicre belirtegleri ile yapilan tekli
immunoperoksidaz ve ikili immunofloresan boyamalarin incelemeleri sonucunda
alinan subjektif veriler tablo 3.3 teki gibi 0-3 arasinda puan verilerek sayisal verilere

doniistiiriildii.

Tablo 3.3. Immunohistokimyasal sonuglarin degerlendirilmesi

HMGBI1 pozitif 0 <%10 %10-50 >%50
hiicre Sayisi
Puan 0 1 2 3

Ayrica HMGB1’in ikili immunfloresan boyamalarda hiicrelerin subselliiler
lokalizasyonlar1 negatif=0, cekirdekte=C, sitoplazmada=S, ekstraselliiler=E olarak

degerlendirildi ve histopatolojik bulgular ile korelasyonlar1 karsilastirildi. Alinan
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mikrofotograflardan HMGB1 immunopozitifligi ile bunlarin seri kesitlerindeki
histopatolojik bulgularin korelasyonlar1 i¢in goriintii analiz sistemi kullanilarak
(Bs200Pro Gorlintii Analiz Sistemi, BAB software, Ankara, Tiirkiye), sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.4. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen histopatolojik, immunohistokimyasal ve immunfloresan
bulgular Nikon DS-5M kamera atagmanli Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu
yardimiyla goriintiilendi ve mikroskobik fotograflar1 cekildi. Elde edilen sayisal
veriler Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA, 2007) istatistik analiz
programi kullanilarak degerlendirildi. Degiskenlerin normal dagilama uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen
parametreler i¢in parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanildi. Hangi gruplar
arasinda 6nemliligin oldugunu belirlemek amaciyla Mann-Whitney U testi yapildi.
Ancak gruplar arasi say1 farkinin belirgin oldugu durumlarda esitsiz varyans t testi
(Welch’in t testi) yapildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri

onemli olarak kabul edildi.

Histopatolojik veriler ile HMGBI1 pozitif hiicreler arasinda korelasyonlarin
hesaplanmasinda parametrik olmayan Spearman korelasyon analizi kullanilmis olup,
tiim analizlerde yine Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA, 2007)

istatistik analiz programindan yararlanilmistir (p<0,05 anlamli kabul edildi).
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Olgularin tiimiine genel olarak bakildiginda mikroskobik lezyonlarin belirgin
olarak beyin kokiinde sekillenmekle birlikte, en siddetli lezyonlar medulla ve ponsta
daha az olarak rostralde talamus, kaudalde spinal kordun servikal bolgesinde goriildii.
Bu lezyonlar ¢cogunlukla mikroapseler ile karakterizeydi. Bunun disinda aralarinda az
sayida nétrofil 16kositin oldugu yogun perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonlari
hastaligin tipik bulgulari arasinda gézlendi. Bazi olgularda meninkslerde (olgu no 1,

6, 9) yogun perivaskiiler hiicre infiltrasyonlarina rastlandi.

Olgulara gore bulgularin smiflandirilmasi Tablo 4.1°te ayrintili olarak
verilmistir. Bu sniflandirmaya gore segilen olgulardan 6 adedi akut, 4 adedi kronik ve

5 adedi subakut ensefalitis olarak degerlendirildi.

Tablo 4.1. Koyunlara ait listerik ensefalitis olgularinin histopatolojik siniflandiriimasi

© Lezyon Siiresine gore Mikroapse Pﬁyﬁkliigﬁne : Perivaskiiler Hiicre .
UE o1 [Tip2 Tin 3 gore Infiltrasyonu yapisina gore
g 21]2‘10 (kronik) | (subakut) 0 | 1123 4 0 | 1 b 3 4
1 v ; \/
2 v ; -
3 v Y -~
4 ¥ 5 \/
5 v S ;
6 v Y ~
7 v y ‘/
8 Vv S -
9 v ¥ -
10 v ; .
11 v v E
12 v v -
13 v 5 ;
14 v J -
15 v Y .

Akut olgulardan 4’iinde (olguno; 1, 2, 4, 10) orta derecede birlesen mikroapseler
olarak (histopatolojik degerlendirmede yer alan mikroapse biiyiikliigiine gore 3.

siddette) kaydedildi. Bir olguda (olgu no;8) ¢cok sayida ve parankimi genis alan halinde
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tutan mikroapselerle karakterize lezyonlar (4 siddette) goriildii. Bir olgu (olgu no; 7)
ise, birka¢ kiigiik ve biiyiik mikroapse (2 siddette) varligi seklinde degerlendirildi
(Sekil 4.2).

Subakut ve kronik olgularda histopatolojik incelemelerdeki mikroapse
bliyiikliigliniin derecelendirilmesi ise farkli siddet ve yayilimda kendini gosterdi.
Subakut bes olgudan ikisinde (olgu no; 9, 14) 4 siddetinde, iiglinde (olgu no; 11, 12,
15) 2 siddetinde mikroapseler goriildii (Sekil 4.3). Dort kronik olgudan ikisinde (olgu
no; 3 ,6) 2 siddetinde (Sekil 4.4), birinde (olgu no; 13) 3, birinde (olgu no; 5) 4
siddetinde mikroapse biiylikliigl goriildii.

Olgularda sekillenen bir diger karakteristik lezyon olan perivaskiiler hiicre
infiltrasyonlari, yapilarina gore incelendiginde, olgularin tamaminda 2-4 siddetindeydi
ve baglica lenfositler, plazma hiicreleri ve makrofajlardan olusan mononiikleer hiicre

katmanindan olusmaktaydi.

Enfeksiyonun siiresi ile PV manset biiyiikliigli birlikte degerlendirildiginde
akuttan kronige manset kalmligiin arttig1 goriildii. Bir diger ifadeyle enfeksiyonun
stiresi ilerledikg¢e perivaskiiler manget kalinliginin artmis oldugu belirlendi (Sekil 4.1).
Akut ve subakut ile kronik olgularin PV manset biiyiikliikleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu tespit edildi (P<0,05). Subakut ve kronik olgular

arasindaki fark anlamli diizeyde degildi.

f=Y
]

PV manset by tikliigii

Sekil 4.1. Perivaskiiler manset kalinliginin lezyon siiresine gore degerlendirilmesi, (»=P<0,05).

Alt1 adet akut olgunun dordiinde (Olgu no; 1,4,7,8) 3, ikisinde (Olgu no; 2, 10)

4 siddetinde perivaskiiler hiicre infiltrasyonlari/katmani goriildii. Subakut olgularin

ikisinde (Olgu no; 12, 15) 3, ikisinde (Olgu no; 9, 14) 4 siddetinde goriildii. Dort kronik
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olgudan tigiinde (Olgu no; 5, 6, 13) perivaskiiler hiicre infiltrasyonlarinin siddeti 3
olarak belirlendi. Kronik olgulardan yalnizca birinde (Olgu no; 3) 4 siddetinde, dort

katmandan daha ¢ok sirali perivaskiiler hiicre infiltrasyonu goriildii.

Histopatolojik bulgulardan ndéronofaji ve fokal gliozis olgularin c¢ogunda
goriilmekle birlikte, 7 nolu olguda bu tip lezyonlarin oran1 digerlerine gore daha

belirgindi.

Degerlendirilen 15 adet olguda mikroapse siddeti ile perivaskiiler mansetlerin

kalinliklar1 arasinda korelasyon saptanmadi (r=-0,1703).
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Sekil 4.3. Notrofil ve mononiiklear 16kositlerin birlikte bulundugu subakut lezyon, mikroapse alani,
Rombensefalon, koyun, HXE.
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Sekil 4.4. Makrofajlarin baskin oldugu kronik lezyon, mikroapse alani, Rombensefalon, koyun, HxE.
4.2. Immunohistokimyasal Bulgular
4.2.1. Listeria Antijeninin Immunohistokimyasal Dagilimi

Listeria spp. poliklonal antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar
sonucunda olgularin 6 tanesinde (Olgu no; 1, 2, 3, 6, 9, 11) genel olarak
mikroapselerde antijen pozitif immunreaksiyonlar gozlendi (Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7). Bu
lezyonlara ek olarak Listeria immunopozitif reaksiyonlara ependimal ve koroid
pleksus epitelinde ve daha az olarak bazi noéronlarin sitoplazmasinda da rastlandi
(Sekiller 4.8 ve 4.9). Mikroapse yakinindaki perivaskiiler hiicre infiltrasyonlarinda
hafif ya da negatif immun reaksiyon goriildii (Sekil 4.10a,b,c). Cevresinde yogun
immunreaksiyon varken bir olguda subakut graniilamatéz bir odakta negatif immun
reaksiyon gdzlendi (Sekil 4.10d). Immunopozitif etkenlerin genellikle kisa ¢ubuk,
basil ya da nokta sekilli olduklari, tek tek ya da kiime veya gruplar halinde, ¢ogunlukla
notrofil 16kositler ile makrofaj sitoplazmasinda, bazen de hiicre dis1 olarak
bulunduklar1 dikkati ¢ekti. Bazi kesitlerde immun boyamalarin diffuz veya graniiler

tarzda oldugu gozlendi.
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Sekil 4.5. Akut bir lezyonda nétrofillerin sitoplazmalarinda ya da hiicre dist yerlesimli, nokta veya kisa
gubuk sekilli, immunopozitif Listeria antijeni, rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC
kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.
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Sekil 4.6. Subakut lezyonda, genellikle makrofajlarin sitoplazmalarinda ya da hiicre dist yerlesimli
Listeria immunopozitif etkenler (oklar), rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC
kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.
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Sekil 4.7. a: Kronik lezyonda siddetli Listeria immunpozitif reaksiyon (oklar). b: Kronik lezyonda hafif
immunpozitif reaksiyon, rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC kromojen, Mayer’s

hematoksilen karsit boyama.

Sekil 4.8. Subependimal bolgede bazi makrofajlarin sitoplazmalarinda listerial antijen igin graniiler
tarzda immunpozitif reaksiyon (oklar), Rombensefalon bélgesi (olgu no 3), koyun, SABPK
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.
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Sekil 4.9. a: Koroid pleksus epitelinde ve makrofajlarda Listeria immunpozitif reaksiyonlar (oklar), b:
Noronda nokta seklinde Listeria immunopozitif reaksiyonlar, Rombensefalon bolgesi,
koyun, SABPK metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.
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yogun (b),
immunpozitiflik varken perivaskiiler hiicrelerde antijen immunpozitif hiicre
bulunmamaktadir. c: perivaskiiler hiicrelerde hafif siddette immunreaksiyon, d: subakut
graniilamatoz bir odakta antijen negatif immunreaksiyon, rombensefalon, koyun, SABPK
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.

4.2.2. HMGB1

Listerial olgularda rombensefalon bolgelesine ait kesitlerde HMGBI igin
immunopozitiflik reaksiyonun degerlendirmesi perivaskiiler hiicreler, mikroapse
alanlarindaki nétrofil 16kositler ve makrofajlar, endotel hiicreleri ve ndronlarda semi-
kantitatif olarak yapildi. Bu degerlendirmeye gore hiicre bazinda HMGBI1
yogunlugunun karsilagtirilmas: sekil 4.11°te gosterildi. Buna gbére en yogun
immunopozitiflik makrofajlarda goriildii. Degerlendirilen hiicre gruplar1 arasinda,
mikroapselerdeki makrofajlardaki immunpozitiflik skoru, nétrofil 16kositlere gore
daha yiiksek bulundu ve bu iki hiicre arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P<0,0001). Makrofajlar endotel hiicrelerine gore daha yiiksek
immunopozitiflik gésterdi ve bu iki hiicre arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P<0,05). PV hiicreler genel olarak degerlerindrildiginde nétrofil 16kositlere

ve endotel hiicrelerine gore daha fazla HMGB1 immunoreaktivitesine sahip oldugu
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gorildii. PV hiicreler ile notrofil l6kositler ve endotel hiicreleri arasindaki
immunpozitiflik skorlar1 arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0,05).

Diger hiicre gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik goriilmedi.

HMGB1

Boyanma yogunlugu

Sekil 4.11. Listeria pozitif olgularda immunohistokimya sonuglarina gére HMGBI1 yogunlugunun
semikantitatif degerlendirmesi. (+=P<0,05; «= P<0,0001).

Mikroapseleri olusturan hiicrelerde subseliler HMGB1 immunoreaksiyonu,
niiklear, sitoplazmik ve ekstraseliiler olmak iizere ii¢ bolgede gozlendi (Sekil.4.12)
Immunohistokimyasal boyamalarda en yogun HMGB1 immunreaktivitesi mikroapse
alanlarindaki makrofajlarda goriildii. Akut ve kronik olgularda makrofajlarda HMGBI1
ekspresyonu benzer yogunlukta ve subakut olgulara gore yiiksek diizeyde bulundu.
Zamana bagli olarak makrofajlarda HMGB1 ekspresyonu degerlendirildiginde, sadece
akut olgular ile subakut olgular arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik oldugu

goriildii (P<0,05).
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Sekil 4.12. Kronik bir mikroapse lezyonu igerisinde makrofajlarda niiklear, sitoplazmik ve ekstraseliiler
yerlesimli, siddetli HMGB1 immunoreaktivitesi, Rombensefalon, koyun SABPK
metod/AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.

Mikroapse alanlarindaki nétrofillerde HMGBI1 ekspresyonu diger hiicrelere
nazaran olduk¢a diisiik diizeyde goriildii. Mikroapselerdeki nétrofil infiltrasyonlari
ozellikle akut olgularda gozlenirken, immunpozitifligin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda
hafif siddette oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.13). Akut ve subakut vakalardaki
notrofillerde HMGBI1 immunreaktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi (P>0,05).
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it

nétrofillerde orta siddette immunreaktivite, b: Akut mikroapsede nétrofillerde niiklear ve
sitoplazmik immunopozitif reaksiyon, c: Subakut mikroapsede nuklear, sitoplazmik ve
ekstraseliiler alanda immunpozitif reaksiyon, rombensefalon, koyun, SABPK metod/AEC
kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.

Perivaskiiler alanlarda gorilen HMGBI1 immunoreaktivitesi, mikroapse
alanlarina yakin yogunlukta goriildii. Boyanmalar intrasitoplazmik ve intraniikleer
olarak dikkati ¢ekti. En yiiksek pozitif skor kronik vakalarda goriildii, bunu sirayla
subakut ve akut vakalardaki skor izledi (Sekil 4.14). Lezyon siiresine gore yapilan
semikantitatif degerlendirmede immunopozitiflik diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak 6nemli farklilik oldugu goriildii (P<0,05).
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Sekil 4.14. Perivaskiiler hiicrelerde HMGB1 immunreaktivitesi. a: kronik olguda yogun perivaskiiler
sitoplazmik ve niiklear immunopozitiflik, b: Subakut bir olguda birka¢ immunopozitif
perivaskiiler mononiiklear hiicre. rombensefalon bdlgesi, koyun, SABPK metod/AEC,
Mayer’s hematoksilen karsit boyama.
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Noron ve endoteldeki immunreaksiyon, kontrol gruplarindaki skorlama ile
karsilastirildi ve noronlarda HMGBI1 ekspresyonunda bir artis gozlendi (Sekil 4.15).
Listeria pozitif ve kontrol dokularda noronlardaki HMGB1 immunreaktivitesinin
sadece intrasitoplazmik oldugu gorildii (Sekil 4.16). Akut ve kronik vakalarda
kontrollere gore oldukea yliksek yogunlukta immunreaktivite dikkati ¢ekti. Subakut

vakalarda noronlardaki ekspresyonunun kontroller ile benzer diizeyde oldugu

gozlendi.
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Sekil 4.15. Kontrol ve Listeria pozitif gruplarin HMGB1 immunopozitiflik skorlamasi
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Sekil 4.16. a: Kontrol beyin dokusunda néronda HMGBI i¢in hafif immunoreaksiyon, b: Akut bir
olguda HMGBI i¢in néronal sitoplazmik ve glial hiicrelerde yogun sitoplazmik ve niiklear
immunoreaksiyon. Rombensefalon bolgesi, koyun, , SABPK metod/AEC, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama.

Endotel hiicrelerinde, kontrol gruplarina gore daha yiiksek oranda HMGBI1
immunopozitifligi goriildii (Sekil 4.15). Endoteldeki pozitif reaksiyon ¢ogunlukla

sitoplazmada, daha az oranda niikleustaydi (Sekil 4.17). Lezyon siiresine gore endotel
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hiicrelerindeki HMGB1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi.
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Sekil 4.17. Endotel hiicrlerinde immunoreaktivite, a: Akut olguda HMGBI ig¢in endotel hiicrelerinde
siddetli sitoplazmik ve niiklear immunopozitiflik (ok) yaninda bazi endotel hiicrelerinde
negatif immunreaksiyon (okbasi), b: Listeria negatif kontrol dokuda bazi endotel
hiicrelerinde hafif niiklear immunopozitif (ok) ve immunonegatif reaksiyon (okbast),
rombensefalon bolgesi, koyun, SABPK metod/AEC, Mayer’s hematoksilen karsit boyama.

4.2.3. ikili immunfloresan boyama sonuclari

Listerial ensefalitis tanis1 konan 15 adet koyun ile 5 adet kontrol koyuna ait
beyinlerin rombensefalon bdlgesinde HMGBI1 ekspresyonunun, oligodentrosit
(Olig2), astrosit (GFAP) ve mikroglialardaki (CD11b) subselliiler yerlesimi ve
yogunlugunu belirlemek iizere yapilan ikili immunfloresan boyamalarin semikalitatif
degerlendirmesi Tablo 4.2°de gosterilmistir. Akut olgularda en ¢ok oligodentrositlerde
HMGBI ekspresyonu goriiliirken, immunopozitifligin yogun olarak bu hiicrelerin
sitoplazmasinda sekillendigi dikkati ¢cekti. Subakut ve kronik olgularda ise HMGB1’in
en yogun immunreaksiyonu mikroglialarda ve bu hiicrelerin c¢ekirdek ve
sitoplazmasinda ayn1 oranda rastlandi. Biitin olgular toplam olarak
degerlendirildiginde HMGB1 immunreaktivitesi en yogun hiicreler sirasiyla

mikroglialar, oligodentrositler ve astrositler olarak sekillendigi dikkati ¢ekti.
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Tablo 4.2. Ikili immunfloresan boyamalarda HMGBI1 yogunlugunun hiicresel yerlesime gore

skorlanmasi

Olgu Oligodentrositde Astrositlerde Mikroglialarda
No 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 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 | 0 0 0 3 0

VY:veri yok (kesitte higbir immunreaksiyona rastlanmadi) 0= boyanma yok (hedef hiicrede
immunrekasiyon yok), 1= <%10, 2= %10-50, 3= >%50 K:Kontrol n=niiklear,
s=sitoplazmik

4.2.3.1. Oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu (HMGB1 ve OLIG2 i¢in

ikili immunflouresan boyama)

Oligodentrositleri gostermek iizere Olig2 ile yapilan immun boyamalarda
immunreaksiyonun secici olarak bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinde oldugu dikkati ¢ekti.
Bu hiicrelerde HMGB1 ekspresyonunun subseliiler lokalizasyonunda farkliliklar
olmakla beraber, siddetinin akuttan kronige dogru bir azalma egiliminde oldugu
gozlendi (Sekil 4.18). Akut olgularda oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu +3 ve
+2 siddetinde, ¢ogunlukla da sitoplazmik karakterde oldugu dikkati ¢ekti. Subakut
olgularda ise oligodentrositlerde HMGB1 boyanmasi, akut olgulara gore daha az
yogunlukta saptandi. Subakut olgularin tamaminda HMGBI1 ekspresyonu
oligodentrositlerin hem ¢ekirdek, hem de sitoplazmasinda rastlandi. Kronik olgularin
sadece birinde (olgu no 3) oligodentrositlerde HMGB1’in +2 immunopozitifligi

goriildi. Bu olgudaki immunoreaksiyonun daha c¢ok oligodentrositlerin
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sitoplazmasinda oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.19). Kontrol dokularin Olig2 ve HMGB1
ile yapilan ikili immunfloresan boyamalarinda orta siddette niiklear immunreaktivite

goriildii (Sekil 4.20).

OLIG2-HMGB1 2.5+ CD11b-HMGB1 234 GFAP-HMGB1

Boyanma yogunlugu

,.‘pl‘ a\s; :}y‘
Sekil 4.18. Hiicre belirtegleriyle yapilan ikili immunfloresan boyama analizine gére HMGBI1
ekpresyonu

Sekil 4.19. Oligodentrositlerde HMGBI1 ekspresyonu (ok), a: Olig2 ekspresyonu, FITC, b: HMGBI1
ekspresyonu, Rodamin, c: DAPI ¢ekirdek boyasi, d: Birlestirilmis (merged), Olig2+
hiicrede  HMGB1 immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun (olgu 12), ikili
immunfloresan yontem.
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Sekil 4.20. Kontrol dokuda oligodentrositlerde HMGB1 ekspresyonu, a: Olig2 immunopozitif hiicre
(ok), FITC, b: Ayn1 alanda HMGB1 immunopozitif hiicre (ok), Rodamin. c: a ve b ile aynm
hiicrede DAPI ¢ekirdek boyasi (ok), e: Birlestirilmis (merged), Olig2+ hiicrede HMGB1
immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun, ikili immunfloresan yontem.

4.2.3.2. Mikroglialarda HMGBI1 ekspresyonu (HMGBI1 ve CD11b i¢in ikili

immunflouresan boyama)

Mikroglialar1 belirlemede kullanilan CD11b ile HMGBI igin yapilan ikili
immunfloresan boyama sonuglarma gore, mikroglialardaki HMGB1 ekspresyonu
subakut olgularda artarken, kronik olgularda en diisiik seviyesine indi (Sekil 4.18).
Akut olgularin dordiinde (Olgu no; 1, 2, 8 ve 10) aktif mikroglialarda +2 yogunlukta
HMGB1 boyanmas goriildii (Sekil 4.21). Olgulardan ikisinde (Olgu no; 4-7) +1 olarak
derecelendirilen HMGB1 boyanmasi goriildii. Alt1 akut olgudan besinde (Olgu no; 1,
2, 4, 7 ve 10) mikroglialardaki HMGBI1 boyanmasi cogunlukla c¢ekirdek ve
sitoplazmada goriiliirken, 8 nolu olguda sadece ¢ekirdekte boyanma vardi. Bes subakut
olgunun dordiinde (Olgu no; 9, 11, 12 ve 14) +2 yogunlukta mikroglial HMGB1
gortliirken, boyanmalarin genelde cekirdek ve sitoplazmada birlikte olmasi dikkati

cekti. 15 nolu subakut olguda mikrogliadaki yogunluk +1 olarak derecelendirildi.
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Kronik olgularin sadece birinde (olgu no:13) mikrogliada hafif HMGBI1
immunopozitiflik elde edildi (Tablo 4.2).

HMGB1

MERGE

Sekil 4.21. Akut bir olguda, mikroglia hiicrelerinde HMGB1 ekspresyonu (ok), a: CD11b ekspresyonu,
FITC, b: HMGB1 ekspresyonu, Rodamin, c¢: DAPI c¢ekirdek boyasi, d: Birlestirilmis
(merged), CD11b pozitif hiicrede HMGB1 immunreaktivitesi. Rombensefalon, koyun, ikili
immunfloresan yontem

4.2.3.3. Astrositlerde HMGBI1 ekspresyonu (HMGB1 ve GFAP icin ikili

immunflouresan boyama)

Alt1 adet akut olgudan birinde (Olgu no; 4) lezyonlarin igerisinde GFAP-pozitif
astrosit’e rastlanmadi. Birinde (olgu no; 2) GFAP pozitif hiicrelerin higbirinde
HMGBI i¢in immun reaksiyon gdézlenmedi. Kalan dort akut olgudan 1 ve 8 nolu
olgularda GFAP-pozitif astrositlerde +2 siddetinde, diger iki olguda ise +1 siddetinde
HMGBI pozitifligi saptandi (Sekil 4.22). Akut olgularda astrositlerdeki HMGB1
ekspresyonunun hem sitoplazmik hem de nuklear oldugu dikkati g¢ekti. Subakut
olgulardan birinde (olgu no; 9) +2 yogunlukta HMGB1 boyanmas1 goriiliirken, geri
kalan dort olguda astrositlerdeki HMGB1 boyanmasi +1 olarak derecelendirildi.
Subakut iki olguda (olgu no; 9 ve 12) HMGBI boyanmasi astrositlerin sadece
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cekirdeklerinde goriiliirken (Sekil 4.22), diger iki subakut olguda bazi astrositlerde
cekirdekte, bazi astrositlerde sitoplazmada boyanma goriildi. Dort adet kronik

olgunun sadece birinde (olgu no; 6) astrositlerde HMGB1 goriiliirken, yogunluk +1

olarak derecelendirildi. Bu olguda boyanmanin ¢ogunlukla sitoplazma ve ¢ekirdekte
oldugu goriildii (Tablo4.2). Kontrol dokularin hi¢birinde GFAP pozitif hiicrelerde
HMGB1 immunoreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 4.23).

Sekil 4.22. Astrositlerde HMGBI1 ekspresyonu (ok), a: Ayni hiicrelerde GFAP pozitif astrositler, FITC.
b: HMGBI igin ¢ogunlukla nuklear boyanma, rodamin c: DAPI ¢ekirdek boyamasi,
d:Birlestirilmis forograf (merged), astrositlerde nitklear HMGB1 immunreaktivitesi (ok),
Rombensefalon, koyun, ikili immunfloresan yontem.
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Sekil 4.23. a: Kontrol dokuda, GFAP pozitif astrositler, FITC, b: Ayn1 alanda HMGBI1 negatif
immunreaksiyon, Rodamin c: ¢ekirdek boyamasi, DAPI, d:Birlestirilmis forograf
(merged), Astrositlerde negatif HMGB1 immunreaksiyon (ok), Rombensefalon, koyun,
ikili immunfloresan yontem.



5. TARTISMA

Listeriosis evcil hayvanlar arasinda ruminantlarda onemlidir ve listerial
ensefalitis hemen hemen sadece eriskin ruminantlarda gozlenir. Bununla birlikte
patogenezisi tam anlagilamamustir. Listerial ensefalitisin patogenezisinde, etken agiz
boslugundaki sinir uglarina girer ve kranial sinirlerde retrograd aksonal taginma
yoluyla MSS’ne ulasir. Trigeminal ve diger kranial sinirler beyin sapinda sonlanir.
Boylelikle L. monocytogenes beyin sapinda (pons, medulla oblongata) lokalize olur.
Sinir uglarina girig mekanizmasi tam olarak bilinmeyen etkenin, in vitro sistemlerde,
endositoz ve endositik vezikiiller yoluyla tipik olarak fagositik olmayan hiicrelere
girdigi deneysel olarak gosterilmistir. Listeria antijeni beyne ilk girdiginde néronlarda
cogalarak hiicreden hiicreye yayilir. Deneysel olarak L. monocytogenes’in notrofiller,
makrofajlar, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, néronlar ve mikroglial hiicreler dahil
cesitli sinir hiicrelerini enfekte ettigi gosterilmistir. Doku hasarinin mekanizmasi ise
tam olarak aydinlatilamamistir. Noronlarin ve aksonlarin hasari, muhtelemelen,
listeriolizin ve lipazlarin etkisi ile farkli yangisal siirecler sonunda sekillendigi

diistiniilmektedir (Cantile ve Youssef, 2016).

Listerial ensefalitiste hastalik i¢cin patognomik olan histopatolojik bulgular
cogunlukla beynin rombensefalon bolgesinde tanimlanmistir (Di Palma vd., 2012;
Disson ve Lecuit, 2012; Dreyer vd., 2016; Haligur vd., 2019; Oevermann vd., 2010b).
Calisma icin arsivden segilen beyinlerin tamaminda patognomonik histopatolojik
bulgular yine bu bolgede goriilmiistiir. Tanimlanan mikroapseler ve perivaskiiler hiicre
infiltrasyonlar1  geklindeki bulgular sunulan c¢aligmadaki tiim olgularda da

gozlenmistir.

Listerioziste  sekillenen lezyonlar, lezyonun siiresine, mikroapsenin
biiyiikliigiine, perivaskiiler hiicre infiltrasyonunun yapisina gore siniflandirilmistir. Bu
siiflandirmaya gore, beyinde cogunlukla, notrofil 16kositlerin baskin hiicreler oldugu
(tip 1 mikroapse) olgular akut ensefalitis olarak, buna karsin ¢ogunlukla makrofajlarin
baskin oldugu lezyonlar1 igeren (tip 2 mikroapse) olgular kronik ensefalitis olarak
evrelendirilmistir. Mikroapselerde noétrofil ve makrafajlarin - birlikte oldugu
lezyonlarin ¢ogunlukta oldugu olgular ise subakut ensefalitis kategorisinde
degerlendirilmistir (Oevermann vd., 2010a). Bu gruplandirmaya gore sunulan
calismada arsivden rastgele secilen listerial ensefaltis olgularindan 6 adet olgu akut,

5’1 subakut, 4 adedi ise kronik ensefalitis olarak degerlendirilmistir.
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Mikroapse olusumlar1 yaninda agirlikli olarak lenfositler, makrofajlar ve daha
az sayida plazma hiicresi ve notrofillerden olusan perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar
cogunlukla mikroapselerin yogun oldugu alanlara komsu bdlgelerde gozlenmistir.
Perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar1 sadece kronik ve subakut ensefalitisi olan
hayvanlarda degil, ayn1 zamanda akut ensefalitis olarak degerlendirilen olgularda da
saptanmistir. Bununla birlikte, bu tarzdaki perivaskiiler mansetleri olusturan hiicre
kalinlig1, akut olgulara nazaran daha fazla olarak sirastyla kronik ensefalitis ve subakut
ensefalitis olgularinda goriilmiistiir. Yapilan ¢alismadaki bu tarz bulgular daha 6nce
yapilan Oevermann vd. (2010a) ve Headley vd. (2014)’in ¢alismalar ile uyumlu
bulunmustur. Perivaskiiler infiltrasyonlara ragmen, in vitro ¢aligmalarda bakterinin
insan beyin mikrovaskiiler hiicreleri ile umbilikal ven endotel hiicrelerini internalin B
aracilig ile enfekte edebildigi bildirilmistir ve bu hiicrelerde bakteri aktin kuyruk
olusumuyla ve hiicreden hiicreye yayilmak suretiyle yasayabildigi, cogaldig1 ve
hareket ettigi saptanmistir (Parida, vd., 1998). Bununla birlikte in vivo olarak, bakteri
beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde lokal bir enfeksiyona neden olmak yerine
hiicreden hiicreye hizlica gecis yapmasi nedeniyle, listerial ensefalitiste yaygin bir
vaskilitis goriilmedigi bildirilmistir (Disson ve Lecuit, 2012). Buna karsin nadir
olgularda vaskiilitisin sekillendigini bildiren caligsmalar da mevcuttur (Miller ve
Zachary, 2017; Oevermann vd., 2010a). Sunulan bu c¢alismada rombensefalon
bolgesinde perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar1 goézlenmekle beraber, hicbir olguda

vaskiilitise ait lezyonlara rastlanmamustir.

Calismada, listeria antijeninin MSS’ndeki dagilimini1 incelemek amaciyla
immunohistokimyasal metot uygulanmis ve 15 adet olgudan 6 tanesinde antijen
immunopozitif reaksiyon elde edilmistir. Calisma materyallerini arsiv parafin bloklar
olusturmus olup, parafin blogun yasi, fikzasyon siireleri gibi immunohistokimyasal
boyamalarda reaksiyonu dogrudan etkileyen faktorlerin farklilik gdsterdigi
kaydedilmistir. Segilen parafin bloklardan hazirlanan kesitlerde, immunreaksiyonlarin
her olguda goriilmemesi, parafin blogun yasmma ve muhtemel uzamis fikzasyon
siirelerine bagli olabilecegi diisiinlilmiistiir. Listeria antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda arastiricilar medulla oblongata, pons, beyin kokii
ve thalamusda en yogun immunoreaksiyonlar1 gormiislerdir. Daha az yogunlukta
serebrum ve serebellumda da antijenin varligt immunohistokimyasal olarak

gosterilmistir (Campero vd., 2002; Haligiir vd., 2019; ilhan vd., 2012; Loeb, 2004;
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Karayigit ve Dingel, 2020). Poliklonal listeria antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal teknikte etken; glial/meningeal hiicrelerde, noronlarda,
perivaskiiler mononiiklear hiicrelerde, nekrotik alanlar ve mikroapse alanlarindaki
notrofil ve makrofajlarin sitoplazmalarinda veya bu alanlarda ekstraeliiler yerlesimli,
cubuk, sirkiiler veya oval (Campero vd., 2002; Loeb, 2004), pleomorfik, yuvarlak
(flhan vd., 2012), diffuz veya graniiler (Karayigit ve Dingel, 2020) sekilde
saptanmistir. Literatiirle uyumlu olarak, sunulan ¢aligma olgularinda rombensefalon
bolgesinde, listeria antijeni i¢in en yogun immunohistokimyasal reaksiyon, baskin
olarak mikroapselerde olmak iizere, nekrotik alanlar, meningeal alan, perivaskiiler
mangsetlerde, néron ve makrofajlarda sitoplazmik veya ekstraseliiler yerlesimli gubuk
ya da yuvarlak sekilde goriilmiistiir. Ancak Campero vd. (2002)’nin ¢alismalarinda
belirttikleri gibi, notrofil igermeyen yangi alanlarinda ve yakinlarindaki perivaskiiler

mangette az sayida fagositin etkeni igerdigi goriilmiustiir.

Kontamine gidalarla alinan Listeria'nin, dis eti yaralanmalar1 gibi patolojik veya
fizyolojik yaralar yoluyla oral mukozal bariyeri agmast muhtemeldir. Oral mukozay1
istila ettikten sonra, bakteriler trigeminal sinirler ile aksonlar yoluyla beyne ulasir.
Deneysel enfeksiyonlarda Listeria’nin kan-beyin bariyerini asabilecegi de ifade
edilmektedir. Buna karsin, dogal olarak sekillenen listerial ensefalitiste etkenin
spesifik dagilimi, hematojen bir enfeksiyon ile tutarsizdir. Gebe ruminantlara
intraven0z veya oral olarak verilen etken intrauterin enfeksiyona neden olmakla
beraber nadiren intrakraniyal enfeksiyon olusturabilir. Ancak bu intrakranial
enfeksiyon hicbir zaman listerial ensefalitisteki gibi spesifik dagilimda sekillenmez.
Gebe bir hayvan ensefalitik listeriosisten 6ldiiglinde, uterus icerigi genellikle sterildir
(Cantile ve Youssef, 2016). Calismada incelenen olgularin tamaminda patognomonik
histopatolojik bulgularin yogun olarak beynin rombensefalon bolgesinde goriilmesi ve
listeria antijeni ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda endotel hiicrelerinde
immunreaksiyon goriilmemesi, bakterinin beyni hemotojen yolla enfekte edebilecegi
fikrini desteklememektedir. Yapilan bu calismada, HMGBI1 proteini, kontrol beyin
dokularinda endotel hiicrelerinin niikleuslarinda hafif diizeyde ifade edilmisken,
listerial ensefalitisli olgularda MSS endotel hiicrelerinin 6zellikle sitoplazmalarinda
yiiksek ifadesi goriilmiistiir. Burada sunulan veriler beyin mikrovaskiiler endotelinden
HMGB1 ifadesinin, listerial ensefatis sirasinda MSS’ne 16kosit alimini

kolaylastirmada 6nemli bir rol oynayabilecegi fikrini diisiindiirm{istiir.
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HMGBI proteinin ¢esitli caligmalarla otoimmun hastaliklarda, kanserde, travma
ve yangisal enfeksiyonlarda onemli bir biyobelirte¢ olabilecegi ortaya konmustur
(Paudel vd., 2018; Venereau vd., 2016; Wang vd., 2019). Son yillarda ¢esitli yangisal
hastaliklarla baglantili proinflamatuar bir sitokin olarak ve anti-inflamatuar terapinin
bir hedefi olarak diisiiniilmiistiir (Andersson vd., 2018). Bununla birlikte bu proteinle
ilgili ¢aligmalarin artmasiyla elde edilen veriler dogrultusunda, HMGB1 bir¢ok
hastalikta kullanilacak ilaglar i¢in hedef protein olarak tanimlanmis ve bu DAMP'in
klinikteki 6nemini gostererek, mevcut ilaglar1 iyilestirmek i¢in yeni bir perspektif
acmistir (Vénéreau ve ark., 2016). Yapilan bu ¢alisma ile veteriner hekimlikte sinirli
sayida arastirmaya (Duan vd., 2014; Furukawa vd., 2011) konu olan HMGBI1
proteininin, koyunlarin listerial ensefalitisinde lezyonlarin olusum siirecinde

ekspresyonu aragtirilmistir.

HMGBI hem niikleer bir faktér, hem de salgilanan bir proteindir. Biri nekrotik
ve hasarli hiicrelerden pasif salinimi, digeri ise immuno-kompetent hiicrelerden aktif
salinmay1 iceren iki mekanizma yoluyla hiicrelerden salinir. HMGBI1’in, son
zamanlarda c¢esitli yangisal hastaliklarla iligkili bir proinflamatuar sitokin olarak gérev
yaptig1 gosterilmistir. Nekrotik hiicre 6liimiine ugrayan hiicreler tarafindan pasif

olarak serbest birakildiginda bir DAMP olarak islev gormektedir (Scaffidi vd., 2002).

Cogu hiicrede HMGB1 c¢ekirdekte lokalizedir. Kromatinde, niikleoprotein
komplekslerinin bolgeye 6zgii DNA baglayici proteinler tarafindan birlestirilmesini
kolaylastiran bir faktor olarak gorev yapar (Hock ve ark., 2007). Bu ¢alismada normal
koyun beyninde, oligodentrositlerin ve mikroglialarin ¢ekirdeklerinde HMGB1
gozlenmistir. Bununla birlikte listerial ensefalitisli beyinde oligodentrosit, astrosit ve
mikrogliada sitoplazma ve c¢ekirdekte birlikte goriilmistiir. Son zamanlarda
HMGBI1’deki yliksek oranda korunmus ii¢ sistemin kolayca oksitlendigi ve bunun
HMGBI yapisinda degisikliklere sebep olmasiyla sitoplazmada birikmesine neden
oldugu bildirilmistir (Hoppe ve ark., 2006). Bu aktif HMGBI salgilanmas1 iki agamada
gerceklesir. HMGBI1 A ve B kutu alanlarinda bulunan liziner asitlerin JAK/STAT]1 ile
regiile edilen hiperasetilasyonundan sonra ¢ekirdekten sitoplazmaya translokasyona
ugrar (Lu ve ark., 2014). Endoplazmik retikulum i¢in bir sinyal peptidinden yoksun
oldugundan, bu birikmis HMGBI1 lizozomlar tarafindan hiicre digina salinabilir.
Dahast hiicre dist HMGBI bir proinflamatuar sitokin olarak islev gorebilir ve yangiyla

ilgili hiicreleri aktive ederek diger sitokinlerin salinmasina ve beyin hasarmin
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siddetlenmesine neden olabilir (Kim ve ark., 2006; Kim ve ark., 2008). Hastaligin
stiresi ilerledikce HMGB1’in ekspresyonunun azalmasi, hiicrede tilkenmesinden ya da
ekstraseliiler bosluktan dolasimla uzaklagtirllmasindan kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. Akut olgularda hiicrelerin ¢ekirdeklerinde goriilen yogun HMGBI
imunreaktivitesinin, subakut ve kronik olgularda azalmasi listerial ensefalitisli beyinde

HMGB1’in hiicre dis1 ortama biiyiik l¢iide salindigini diisiindiirmektedir.

HMGB!’in enfeksiyonlar sirasinda aktif olarak hangi hiicreler tarafindan
salindigin1 gosteren az sayida ¢caligma vardir. MSS’nde listerial ensefalitis ve HMGBI1
protein iliskisini ele alan in vivo veya in vitro herhangi bir ¢calismaya rastlanmamastir.
Ancak, in vitro olarak yapilan bir ¢alismada mikobakteriyel enfeksiyonda makrofajlar
ve monositik hiicrelerde aktif bir sekilde salindig1 gosterilmekle birlikte, doku veya
hiicresel hasarin bir sinyali olarak hareket edebilecegi ve bagisiklik tepkisini
arttirabilecegi sonucuna varilmistir (Grover vd., 2008). Dzaman vd. (2015) HMGBI
ve RAGE’nin kronik rinosiniizitis vakalarindaki ekspresyonu ve iglevini arastirdiklar
caligmalarinda, kontrol grubu ile hasta grup arasinda immunpozitiflikte bir fark
gorememislerdir. Hernandez-Pando vd. (2015) deneysel tiiberkiillozda HMGB1'in
kinetigini, hiicresel kaynaklarini ve islevini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligmalarinda
enfeksiyonun ge¢ safhalarinda enfeksiyonun ilk giiniinden sonra hizli ve yiiksek bir
HMGBI salgis1 gormiislerdir. Ardindan iigiincii giinde keskin bir diisiis ve yedinci
giinde tekrar arttigini ancak birinci giinden ii¢ kat daha az ve hafif konsantrasyonda
olup, hastaligin ge¢ donemlerine kadar siirekli olarak siirdiirtildiigiinti kaydetmislerdir.
Bu deneysel calismada, HMGBI1'in 6zellikle erken enfeksiyon sirasinda hava yolu
epitelinden hizla serbest kaldigini gostermislerdir. Dzaman vd. (2015) ve Hernandez-
Pando vd. (2015) ‘nin sonuglariyla uyumlu olarak yapmis oldugumuz bu ¢alismada
astrosit ve oligodentrositlerde HMGBI1 ekspresyonunda akuttan kronige dogru bir
azalma goriilse de mikrogliada dalgali bir seyir goriilmiis ve hiicrelerin ifade ettikleri
HMGBI1 diizeyleri ile zaman bagiml bir iligki kurulamamistir. Yine in vivo bir
calismada nekrotik olmayan kosullar altinda, insan dendritik hiicre ve T hiicre
kiiltiiriinde, Dengue virus enfeksiyonunun kiiltiirdeki her iki hiicrede de HMGBI1
ekspresyonunu artirdigini - ve kontrollerde sadece c¢ekirdekte olan HMGBI
ekspresyonunun, enfekte hiicrelerde hem nukleus hem de sitoplazmik olarak arttig1
bildirilmistir (Kamau vd., 2009). Newcastle hastalik virusu ile yapilan bir ¢alismada
(Qu vd., 2018), HMGB1’in tavuklarin ¢ogu dokusunda yaygin olarak ifade edildigini
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ve bu proteinin Newcastle hastalig1 viriisii ile enfeksiyonda 6nemli bir yangisal faktor
oldugu saptanmis olup, enfekte DF-1 ve A549 hiicrelerinde sekresyonunun arttigi ve
HMGB/1’in enfekte hiicrelerde nukleustan sitoplazmaya yer degistirdigi bildirilmistir.
Diger bir viral ¢alismada, insanlarin hepatitis C virusu ile enfekte hepatoma hiicreleri
(Huh5.5.1) ve bobrek karsinom hiicreleri (HEK293FT)’inde HMGBI1 ekspresyonunun
enfekte hiicrelerde nukleustan sitoplazmaya ve daha sonra ekstraselliiler bosluga yer
degistirerek, virus ¢ogalmasini simirladigir ve enfeksiyonu bloke ettigi saptanmistir
(Jung vd., 2011). Insan sagligim etkileyen bir hastalik olarak, Covid-19 ile iliskili
siddetli pulmoner enfeksiyonda ekstraselliiler HMBG1’in tedavi amacli bir hedef
olabilecegi ongoriilmiistiir (Andersson vd., 2020). Bu ¢aligmaya gore, sitokin firtinasi
sirasinda asir1 hiicredist HMGB1 diizeylerinin doku hasar1 ve organ disfonksiyonuna
neden oldugu ve bu hastalikta HMGB1’in tedavi amacli bir hedef olabilecegi ifade
edilmektedir. HMGBI1 in fungal hastaliklardaki roliinii arastiran bir ¢alismada (Wang
vd., 2020), insan ve fare modeli Candida albicans enfeksiyonunda HMGBI
ekspresyonunu arttigi saptanmis ve enfeksiyonda HMGBI1 inhibitorii etil priivat
kullaniminin HMGBI1 ekspresyonunu ve salinimini bloke ederek, bu enfeksiyondan
kaynaklanan 6lim oranlarini azalttigi saptanmistir. Sonugta HMGB1’in invaziv C.
albicans enfeksiyonunda etkili diagnostik ve terdpatik bir hedef olabilecegi
bildirilmistir.

Calismamizda, HMGBI1’in ekspresyonunu degerlendirmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal = boyamalarda, listerik ensefalitisli  olgularda ndéron
sitoplazmalarinda HMGBI1 ekspresyonunun kontrol beyin dokularia goére daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Gao vd.,(2020)’nin ratlarda, néron kaynakli HMGB1’in kokaine
bagli davraniglar lizerindeki roliinii arastirdiklar1 c¢aligmalarinda, kokain verilen
ratlarda calismamizla benzer sekilde sitoplazmada immunreaktivite gormiiglerdir.
Bununla birlikte hiicre dist HMGB1’in kismen ndronlardan kaynaklandigini
bildirmigler ve kokainin néronal sitoplazmada ve hiicre dis1 yerde HMGB1'in artisini
indiikledigi sonucuna varmiglardir. Yapilan ¢alismada, listerial ensefalitisli olgularda
noronlardaki yiilksek HMGBI1 ekspresyonu, listerianin noronlarda HMGBI1’in
ekspresyonunu  indiikledigini  diisiindiirmiistiir.  Intrasitoplazmik =~ HMGBI
immunreaktivitesinin akut vakalarda yiiksek olmasi daha once yapilan ¢alismalarda
(Gao vd., 2020; Kim vd., 2008) HMGB1’in ndronlardan aktif olarak niikleusundan

sitoplazmaya gegisiyle aciklanmistir. Kronik olgularda noron sitoplazmasindaki
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yiiksek immunoreaksiyon ise nekrotik hiicrelerden pasif salinim olasiligini

distindlirmstiir.

Kim vd. (2008) postiskemik rat beyninde HMGBI’in subseliiler
lokalizasyonunu inceledikleri ¢alismalarinda, endotelyal hiicrelerde indiiklendigini
gostermiglerdir. Mullins vd. (2004) HMGB1’in insan umbilikal ven endotelyal
hiicreleri tarafindan salindigini bildirmislerdir. Nishibori vd., (2020) HMGBI ile kan-
beyin bariyerinin bozulmasi ve beyin yangisi arasinda bir iligki oldugunu bildirmisler,
beyin yangisi sirasinda anti-HMGBI1 antikorlarinin kullanilmasinin kan beyin
bariyerinin bozulmasin1 engelledigi sonucuna varmiglardir. Sunulan ¢alismada
HMGB1’in, listeria pozitif vakalarda, MSS endotel hiicrelerinin niikleus ve
sitoplazmalarinda kontrol gruplarina gore oldukca yiiksek oranda ekspresyonu
gorilmiistiir. Bu durum koyunlarda listerial ensefalitisin patogenezisinde ve
muhtemelen kan beyin bariyerinin bozulmasinda endotelyal HMGB1’in 6nemli

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Yumusak dokuda yangmin gelistigi siddetli bakteriyel enfeksiyonlarda ilgili
bolgede HMGBI1 bol miktarda bulunur ve  HMGBI1 seviyesi ile enfeksiyonun
sonucunun ciddiyeti arasinda bir iligkili oldugu bildirilmektedir (Johansson vd., 2014).
Immunohistokimyasal inceleme sonuglarma gore hedef proteinin en yogun olarak
mikroapse alanlarinda ve buradaki makrofajlarda goriilmesi, siddetli olgularda
bolgedeki salinimmin arttigin1 gdstermektedir. Incelenen hiicrelerden en az HMGBI
salinim1 mikroapse alanlar1 ve perivaskiiler mansetlerdeki nétrofillerde olmustur. Akut
mikroapse alanlarinda baskin olarak goriilen nétrofillerde hafif diizeyde niiklear
HMGBI1 ekspresyonu saptanmistir. Huang vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada steril yangi
sirasinda notrofillerdeki HMGB1’in, nétrofil hiicre dis1  tuzaklarmin (NETSs)
olusumundaki baskin roliinii gostermislerdir. Steril yangida ve bakteriyel
enfeksiyonlarda  notrofillerden  salinim  oraninin  farklilik  gosterebilecegi
diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, steril yang1 ve enfeksiy6z ajana bagl yangida farkl
sinyal yolaklarinin yangiy1 baglatabilecegi diisiiniilmektedir. Diger taraftan yanginin
gec mediatorii olarak bilinen HMGB1’in, yangi alanina ilk gelen hiicreler olan
noétrofillerden siirli salinimi ise sasirtict olmaz. Johansson vd. (2014) calismalarinda
Streptoccus pyogenes 'ten kaynakl siddetli yumusak doku enfeksiyonunda yaptiklari
ikili immunofloresan yontemde nétrofil ve HMGB1’in ortak lokalize olmadigini

gostermislerdir. Akut yangi alanindaki bazi notrofillerin niikleuslarinda hafif diizeyde
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ifade ettiklerini gordiiglimiiz HMGB 1 in, steril yangida oldugu gibi NETs olusumunda

rolii olabilecegi diistinlilmiistiir.

Kemotaktik ajanlar muhtemelen yangi odaklari ig¢indeki iiretim alanlarindan
yayilan kemokinler tarafindan olusturulur. Astrositler ve resident mikroglia dahil
olmak tizere aktive edilmis glial hiicreler, yabanci antijenleri taniyan T lenfositler
tarafindan iiretilen sitokinlere yanit olarak yangi alanlarinda kemokin aglar1 olusturur.
Antijen tipine ve patojenitesine bagli olarak, yangisal yanit ¢oziiliir (iyilesir) veya
kronik bir faza ilerler (Miller ve Zachary, 2017). Proinflamatuvar bir sitokin olan
HMGBI’in, MSS’nin yangisal yanitinda rol alan hiicrelerdeki ekspresyonunun
gosterildigi az sayida calisma mevcuttur. Frank vd. (2015) glikokortikoidlerin
mikrogliadan HMGBI1 sentezini ve salimiminm indiikleyerek bir alarm olarak islev
gorebilecegini bildirmislerdir. Kim vd. (2008) post-iskemik rat beynini inceledikleri
calismalarinda, mikroglia, oligodentrosit ve astrositlerde HMGB1’in indiiklendigini

ikili immunohistokimyasal metot ile gostermislerdir.

Listerial ensefalitiste HMGB1 in hiicresel bazda ekspresyonunu degerlendirmek
tizere morfolojik olarak ayrimlar1 gii¢ olan glial hiicreler i¢in ikili immunfloresan
yontem kullanilmistir. Hedef proteinin hangi hiicre tipinde ve lokalizasyonda
oldugunu degerlendirdigimiz bu ¢alismada, HMGB1’in lezyonlarin zamanina bagh
olarak, DAMP’larin MSS’deki ana hedefi olan {i¢ glial hiicre olan oligodentrositler,
astrositler ve mikroglia hiicreleri bazinda incelendi. Biitlin olgular temelinde HMGBI1
immunreaktivitesi en yogun olarak sirasiyla mikroglialar, oligodentrositler ve
astrositlerde elde edildi. Lezyonun zamanma gore HMGBI1 ekspresyonu
incelendiginde, akut olgularda en yogun oligodentrositlerde, subakut ve kronik
olgularda ise en yogun mikroglialarda ifade edildigi goriildii. Choi ve Kim (2017)
yaptiklar1 ¢calismada HMGB1’in iskemiye baglh beyaz maddedeki hasar ile 6lmekte
olan oligodentrositlerden salindigin1 gostermislerdir. Bununla birlikte Kim vd. (2008)
post-iskemik rat beynini inceledikleri ¢alismalarinda, reperfiizyondan hemen sonra
HMGBI1 immunorekativitesini oligodentrosit benzeri hiicrelerin sitoplazmalarinda ve
bazi hiicrelerin ¢ekirdekleri yaninda, baskin olarak néronlarda ve mikrogliada
saptamislar, reperfiizyon sonrast HMGBI1 ekspresyonunun ilk dort saatte maksimum
seviyeye ulastigi, sonrasinda diisiis egilimine girdigini bildirmislerdir. Sunulan
calismada enfeksiyonun baglangici ile hayvanin Oliimii arasinda gecgen siire

bilinmemekle beraber, listerial ensefalitisin akut lezyonlar1 ile subakut ve kronik
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lezyonlar1 arasinda HMBG1 ekspresyonu karsilastirildiginda, akut lezyonlarda en
yogun olarak oligodentrositlerde, subakut ve kronik lezyonlarda ise en yogun sekilde
mikroglialarda ifade edildigi gézlenmistir. Yapilan son ¢aligmalar oligodentrositlerin
immiin aktivasyonu, yangi sirasinda mikroglia tepkisini sekillendirmede 6nemli bir rol
oynayabilecegini gostermistir (Boccazzi vd., 2021). Akut olgularda HMGB1 in,
oligodentrositlerden = yogun ekspresyonunun mikroglialarda immun yaniti

siddetlendirebilecegini diistindliirmiistiir.

HMGBIT’in subseliiler yerlesimi proteinin fonksiyonu ile dogrudan iligkilidir.
Calismamizda oligodentrositlerde, akut olgularda daha ¢ok niiklear ve sitoplazmik
iken kronik olgularda daha c¢ok sitoplazmik yerlesimli oldugu gériilmiistiir. ikili
immunfloresan teknikte, kronik wvakalarda hiicrelerdeki en diisiik ekspresyonu

proteinin ekstraseliiler bolgeye salinmis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Merkezi sinir sistemini etkileyen hastaliklar insanlarda ve hayvanlarda yiiksek
mortalite ile seyreder (Oeverman vd., 2010b). Beynin karmagik yapisindan dolay1
birgok yangisal ve dejeneratif hastaligin patogenezi heniiz aydinlatilamamstir. Sinir
sistemini etkileyen hastaliklarda HMGB1’in roliiniin incelendigi sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. MSS’nde HMGBI1 ile ilgili yapilan c¢alismalar, biiyiik oOlcilide
HMGB1’in bagisiklik fonksiyonuna odaklanmistir. Crews vd. (2013) calismalarinda
alkol bagimliliginda HMGB1’in beyin ndroimmun aktivasyonunu arttirdigini ortaya
koymuslardir. Frank vd. (2016a) yetiskin Sprague-Dawley ratlarinda HMGBI1 in,
hasarli néronlardan salinmasi yolu ile metamfetaminin noroinflamatuar etkilerine
kismen aracilik ettigini gostermislerdir. Frank vd. (2016b), HMGB1’in molekiiler
formlar1 olan fr-HMGB1 ve ds-HMGB!’in noéroinflamatuar etkilerinin yani sira
bagisiklik tehdidine karsi noroinflamatuar ve mikroglial yaniti hazirlama yetenegini
inceledikleri ¢calismalarinda, ds-HMGB1'in bir bagisiklik tehdidine karst mikroglial
proinflamatuar yanitt dogrudan gii¢lendirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde, Frank
vd., (2015)’nin bir diger ¢alismalarinda, HMGB1'in strese bagli néroinflamasyonda
rolii oldugunu ve bagisiklik tepkisini giiclendirerek 6nemli bir hayatta kalma avantaji
saglayabilecegi bildirilmistir. Iskemi sonrasi rat beyninin incelendigi deneysel bir
calismada, HMGB1'in iskemik beyinde parakrin ve otokrin bir sekilde sitokin benzeri
bir ara¢ olarak islev gordiigii gosterilmistir (Kim vd., 2008). Bahsedilen ¢aligmalara
benzer sekilde, c¢alismamizda kontrollere gore artan diizeyde HMGBI

ekspresyonunun, koyunlarin Listeria ensefalitisinde kemotaktik ve proinflamatuvar
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etkisi ile beyinde sekillenen lezyonlarin olusum siirecinde HMGB1’in rolii oldugu

distiniilmistir.

Bakteriyel enfeksiyonlarda, HMGB1’in roliiniin incelendigi c¢aligmalarda
genellikle proteinin artan diizeyleri ile hastaligin prognozu iliskilendirilmistir. Siddetli
bakteriyel yumusak doku enfeksiyonunun lokal bélgesinde, HMGB1’in bol miktarda
bulundugu ve dokudaki seviyelerinin enfeksiyonun siddeti ile korelasyon gosterdigi
ortaya konulmustur (Johansson vd., 2014). Arastirmacilar tiiberkiilotik meningitis’li
kisilerin serobrospinal sivisinda HMGB1’in mevcut oldugunu ve bu durumun
MSS’indeki yangiyr yansittigi sonucuna varmislardir (Chen vd., 2016). Benzer
sekilde, siite HMGB1 konsantrasyonu ile mastititisin siddeti arasinda korelasyon
oldugu ortaya konulmustur (Furukawa vd., 2011). Heinola vd. (2013) sigirlarin kronik
osteoartritisini inceledikleri ¢alismalarinda hastaligin siddeti arttik¢a kondrositlerin
sitoplazmasinda daha fazla ifade edildigini gostermislerdir. Arastirmacilar, bazi
hastaliklarda HMGBI1’in prognozu belirlemedeki roliinii daha az gilivenilir
bulmuslardir. Bu duruma 6rnek olarak, Karlsson vd. (2013) piyometrali kopeklerde
sistemik HMGBI1 konsantrasyonunun 6nemli Olgiide arttigini ortaya koymakla

birlikte, hastaligin siddetini tespit etme potansiyelini sinirli olarak gormektedirler.

Enfeksiyoz hastaliklarda hastaligin prognozunu etkileyen en 6nemli unsurun
konak¢t immun yanitinin oldugu bilinmektedir. insanlari etkileyen SARS-Cov-2
enfeksiyonunda da konakgida olusan sitokin firtinasinin hastaliga bagli 6liimlerde son
derece etkili oldugu vurgulanmaktadir. Sitokin firtinasinin konakgida yol actig1 hasar
geri doniisiimsiiz olarak doku hasarina neden olmakta ve konakg¢ida sekillendigi organ
ve dokuya bagl olarak semptomlara ve hatta mortaliteye neden olmaktadir. Eksojen
HMGBI, alveolar epitel hiicrelerinde SARS-CoV-2 giris reseptorii olarak tanimlanan
ACE2'nin ekspresyonunu indiikledigi ortaya konulmustur. Bu nedenle, HMGBI1
inhibitorleri, COVID-19 hastalarinin tedavisi i¢in umut verici ilag adaylar1 olarak
goriilmektedir (Chen vd., 2020). Bu yoniiyle oldukca giincel bir arastirma alani bulan
dogal bagisikligin 6nemli elemanlar1 olan sitokinler, hem hastaliklarin patogenezini
anlamada hem de onlara karsi terapotik miicadelede daha segici olarak hedef
gosterilmektedir. (Chen vd., 2020; Street, 2020). Listerial ensefalitiste beyinde
sekillenen lezyonlarin hasara bagli sitokinlerin sekonder etkisi olabilecegi
diisiiniilmekte birlikte tam olarak acgiklanamamistir. Bu yoniiyle yapilan ¢aligmada

proinflamatuvar bir sitokin olan HMGB1 in listerial ensefalitiste hiicrelerden salinimi1
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gosterilmis, lezyonlarin olusum siirecinde katkisi olabilecegini diistindiirmiistiir.

HMGBI1 ndétralizasyonu, gen silme stratejileri veya kimyasal ajanlarla
HMGB/!’in fonksiyonlarinin engellendigi ¢aligsmalar, proteinin biyolojik siire¢lerdeki
rollinii gostermesi bakimindan dikkat c¢ekicidir. Volmari vd., (2019), gen silme
stratejisi ve notralizan antikorlar kullanarak, karacigerde nekroz sonrast HMGB1'in,
listeria ile orta dereceli siddetli enfeksiyon sirasinda patojen savunmasi igin
vazgecilmez oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma, HMGBI1’in, Listeria
monocytogenes'e kars1 dogal bagisiklik tepkilerini kontrol etmesi bakimindan sepsis
i¢in terapdtik bir strateji olarak HMGB1 notralizasyonuna karsi ¢ikmaktadir. Gao vd.,
(2020) glycyrrhizin, carbonexolone ve gen nakavt ile yaptiklart HMGB1 blokajlarinin
MSS néronlarinda bir etkiye neden olmadigini gostermislerdir. Wang vd., (2020) C.
albicans enfeksiyonunda HMGBI1 ve etil priivat (EP)in roliinii arastirdiklar
calismalarinda, EP uygulamasimin, HMGBI seviyelerini inhibe ettigi, doku hasarin
azalttig1 ve hayatta kalma oranlarini arttirdigini bildirmislerdir. Listerial ensefalitiste
HMGB!’in bazi hiicrelerden salinimini gosterdigimiz ¢alismamizin sonuglari
enfeksiyonun prognozu i¢in bu proteinin dnemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak
hedef  proteinin  blokajit  ile  hastalifin  patogenezisindeki  degisiklik
degerlendirilmemistir. Bu nedenle HMGB1 proteininin blokaji ile hastalikla miicadele
stratejisi belirlenmesi durumunda, patojenlere karsi konaker savunmasi icin HMGBI1

proteinin kritik 6neme sahip oldugu da gézardi edilmemelidir.
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6. SONUC

Ruminantlarda, o6zellikle koyunlarda ensefalitise neden olan Listeria
enfeksiyonu diinyanin farkli yerlerinde goriilmektedir (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). Ulkemizde de kalitesiz silajla beslenmenin yapildig
isletmelerde siklikla goriildiigli ve onemli ekonomik kayiplara yol a¢tigi bir¢ok

calismada vurgulanmistir (Kennerman vd., 2005; Tutuncu vd., 2005).

Bu tez c¢alismasinda Listeria ile dogal enfekte koyun beyinlerinde
proinflamatuvar bir sitokin olan HMGB1 proteinin ekspresyonu gosterilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, lezyonlarin olusum siirecinde noronlar, oligodentrositler ve
mikroglial hiicrelerde  HMGB1 ekspresyonu goriilmiistir. Akut olgularda
oligodentrositlerden, subakut ve kronik olgularda ise mikrogliadan saliniminin
gosterilmesiyle yangiyr modiile ettigi soylenebilir. Astrositlerin bu hastalikta HMGBI1

iliskili patogenezisinde ¢ok fazla role sahip olmadiklar1 sonucuna varilabilir.

Ucg ayr1 hastalik veya sendrom olarak gériilen Listeriozisin ensefalitis formunda
doku hasarinin mekanizmasi tam olarak ac¢iklanamamistir (Cantile ve Youssef, 2016).
Lezyonlarin olusum siirecinde HMGB1 proteininin roliiniin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamas: bakimindan bu c¢alisma &nem arz etmektedir. Ozellikle veteriner
hekimlik alaninda bu proteinin dnemini gosteren ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur
(Duan vd., 2014; Furukawa vd., 2011). Bu yoniiyle yapilan ¢aligma veteriner sahada
hastaliklara yaklasimda bir farkindalik olusturmasi hedeflenmektedir.

Otoimmun hastaliklar, kanser, travma ve enfeksiyon hastaliklarda hastaligin
prognozunu belirleyen bir biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak goriillen HMGB1
proteinini anlamaya yonelik yapilan calismalar son yillarda ivme kazanmistir
(Vénéreau vd., 2016). Hiicrenin disina ¢iktiktan sonra konake¢1 inflamatuvar tepkilerini
tetikleyen endojen bir alarmin olarak gérev yapan bu protein, bu yoniiyle enfeksiyonlar
sirasinda baskilanmast ya da indiiklenmesi yoluyla hastaliklarin tedavisi ig¢in
hedeflenebilir (Hernandez-Pando vd., 2015; Maroso vd., 2010; Paudel vd., 2018;
Wang vd., 2019).

Hiicre i¢ci HMGBI biyolojisini diizenlemeye yonelik terapdtik miidahaleler igin,
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yine de hiicre i¢ci HMGBI islevlerinin daha derin bir sekilde anlagilmasina ve
aragtirtlmasina gereksinim duyulmaktadir. HMGB1 antagonistlerinin fonksiyonel
biyoaktivitesini degerlendirmek ve daha saglam tahliller olusturmak i¢in gelecekteki
caligmalara ihtiya¢c vardir. HMGBI1'den kaynaklanan MSS’ndeki doku hasarmin
mekanizmasina farkli sinyal yollar1 da neden olabilir. Bu mekanizmalar1 anlamak,
arastirmacilarin ndroenflamatuvar hastaliklar i¢in yeni terapotik hedefler kesfetmesine

yardimci1 olabilir.

HMGBI aracili patolojik mekanizmalar biiylik 6l¢iide anlasilmaz kalmistir. Bu
mekanizmalarin ortaya konmasinin nérolojik hastaliklar i¢in terapdtik hedeflerin

belirlenmesine olanak saglayabilecegi diisliniilmektedir.
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