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ONSOz

Sigirlarin  solunum sistemi enfeksiyonlari, hayvan sagligini en ¢ok
etkileyen ve ekonomik kayiplara yol agan hastaliklarin iginde yer almaktadir.
Sigir pndmonilerinin olusmasinda genellikle gevresel faktorlerin ve birden
fazla etiyolojik ajanin rol oynadigina inaniimaktadir. Cevresel faktorler icinde,
hayvan nakli, asilama, yem degisiklikleri, barinak ve iklim kosullarinin
hastaliga hazirlayici faktorler oldugu kabul edilmektedir. Hastalik genellikle
viral ve bakteriyel ajanlarin beraber olusturdugu miks enfeksiyonlar seklinde
olmaktadir. Mannheimia haemolytica enfeksiyonda primer ajan olarak

bulunmakta ve lezyonlarin gogundan sorumlu tutulmaktadir.

Gelismis organizmalarin hdcrelerinde apoptozis olarak adlandirilan,
nikleer ve sitoplazmik yogunlasma, azalmis mitokondrial membran
potansiyeli, hicre buzllmesi, sitoplazmik azalma, zeiozis (dinamik plazma
membran kabarmasi), DNA fragmentasyonu, ve membranla kapl hlcresel
parcalanma (apoptotik parcaciklar) ile karakterize bir hicre olim
mekanizmasi gorllmektedir. Bu mekanizmayi mikroorganizmalar, immun
sistem hucrelerinden kagmak icin hastalik patogenezlerinde kullanirlar. M.
haemolytica bu olusumu iceren virulens faktorleri ile immun sistem
hicrelerinden kagmak icin bu mekanizmay! kullanan mikroorganizmalar

arasindadir.

Apoptozis, immun sistem hucrelerinin oldurtlmesi bakterinin konak
immun hdcrelerinden kagmasi, hayatta kalmasi ve konakta kolonize olmasini
olanakli kilmaktadir. Bu galismada, sidir epitel hucrelerde, M. haemolytica ve
M. haemolytica I6kotoksin uyarimli apoptozisin belirlenmesi amaglanmis ve
epitel hiicre apoptozisinin M. haemolytica kaynakli sigir mannheimiozisinin
patogenezisine bir rolinin olup olmadiginin arastiriimasi amaglanmis ve bu
amagla M. haemolytica ve M. haemolytica I|6kotoksininin sigir epitel

hicrelerinde apoptotik etkisi incelenmistir.
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1.GIRIS

Sigir pndmonik mannheimiozisi (pastorellozis) olarak bilinen solunum yolu
hastaligi, tUm dinyada et ve st sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Rice ve ark., 2008; Jeyaseelan ve ark., 2002;
Sun ve ark., 2000; Tuhumbikat ve ark. 2005). Enfeksiyon, genellikle
bakteriyel ve viral etkenlerin beraber olugturdugu miks enfeksiyonlar seklinde
gorulmekte ve Mannheimia haemolytica enfeksiyonda primer etken olarak

bulunmaktadir (Jeyaseelan ve ark., 2002; Murphy ve ark.,1995).

M. haemolytica Bacteria aleminin, Proteobacteria bolimid, Gamma
proteobacteria sinifi  Pasteurellales takimi, Pasteurellaceae ailesi,
Mannheimia cinsi igerisinde yer alir. M. haemolytica’yr igcine alan
Pasteurellaceae familyasina ait olan organizmalar c¢esitli kanatli, memeli ve
amfibik konakgilarin solunum, sindirim ve ayni zamanda Ureme sistemlerinde
bulunmaktadir. Louis Pasteur tarafindan 19. yuzyilin sonunda ilk patojenik
Pasteurella’nin izolasyonu ve taninmasindan bu yana, Pasteurellaceae
familyasi Uyelerinin uygun identifikasyonu tartisma kaynagi olmustur. Diger
patojenik 6nemi olan bakterilerin aksine, bu bakteri familyasi Gyelerinin tur
ayriminda ticari identifikasyon kitlerinin guvenilir olmadigi gozlenmigtir.
Gecgen iki yuzyill boyunca 16S rRNA sekans kombinasyonu ve diger
molekuler teknikler, Pasteurellaceae familyasinda bulunan birgok yeni cins,
resmen taninan yaklasik 58 tur ve adlandiriimamig 25 takima 1sik tutmustur.
Simdiye kadar bu familya iginde belirlenen genuslar Pasteurella,
Mannheimia, Actinobacillus, Haemophilus, Histophilus, Lonepinella,
Phocoenobacter, Gallibacterium, Volucribacter, Nicoletella ve Avibacterium’
dur (Carty, 2005).

M. haemolytica gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsulld,

kokobasil tarzinda, fermentatif, oksidaz pozitif, katalaz pozitif, fakultatif



anaerobik o6zellikteki etken Mannheimia cinsinin énemli bir tarGddr. M.
haemolytica kolonileri koyun kanli agarda 37°C’de 24 saat icerisinde diizgln
kenarli, S-tipli, grimsi, 1-2 mm ¢apinda koloniler meydana getirir. Cogu susu
sigir, koyun ve tavsan kanl agarda B-hemoliz gosterir. Etken, buyyonu
homojen olarak bulandirir ve dipte tortu olusturarak trer. MacConkey agarda
laktozu fermente ettigi icin kiguk, kirmizi, toplu igne basi buyUkliginde
koloniler meydana getirir. TSI (Triple Sugar Iron) agarda glukoz, laktoz ve
sukrozu fermente eder, ancak, gaz ve H,S olugturmadan urer (Cizelge 1.1)
(Quinn ve ark., 1999). Bakteri Ureaz negatif olusu ile Actinobacillus cinsi
turlerinin birgogundan, mannitol-pozitif olusu ile de Haemophilus cinsi

turlerinin birgogundan ayrilir (Winn ve ark.,2006).

Cizelge 1.1. Mannheimia haemolytica’nin 6nemli biyokimyasal testleri ve
identifikasyon kriterleri (Quinn ve ark., 1999; Winn ve ark.,2006)

Biyokimyasal Ozellikler M. haemolytica
Oksidaz +
B hemoliz +
MC’de agarda lreme +
Hareket -
Ure -
indol -
Nitrat +
Ureaz -
Glukoz +
TSI Sukroz +
agarda Laktoz +
H,S -
Ornitin dekarboksilaz +
Maltoz +
Arabinoz +
Trehaloz -
Mannitol +




Bakterinin ilk basarili serotiplendiriimesi Biberstein ve ark. (1960)
tarafindan indirekt hemaglitinasyon testi ile gerceklestirilmigtir. Bu
tiplendirmeye temel olan tip spesifik yapilarin eriyebilir ve gikartilabilir nitelikte
oldugu bildirilmigtir. Bunu takiben Smith (1961) P. haemolytica suslarini
biyokimyasal 6zelliklerine ve gesitli hastalik tablolarindaki dagilimlarina gore
iki farkli biyotipe ayirmig ve arabinozu fermente eden P. haemolytica suslari
A, trehalozu fermente eden P. haemolytica suslari ise T biyotip olarak

belirtiimistir. On iki A ve dort T biyotip identifiye edilmistir.

Yapilan nukleik asit homoloji protein ve profillerinin poliakrilamid jel
elektroforezi galigmalari sonucunda A ve T biyotipleri arasindaki heterojenite
goOsteriimis  ve T biyotipinin  P. trehalosi olarak adlandirilabilecegi
aciklanmistir (Diker ve ark., 1995). Bunun sonucunda 1990°’da T biyotipi P.
trehalosi olarak tekrar siniflandiriimis ve daha sonra ismi Bibersteinia
trehalosi olarak degistirilmigtir (Rice ve ark., 2008; Zecchinon ve ark., 2005).
Daha sonra Suriye’de yapilan bir galismada ise koyunlardan yeni bir biyotip
olan A17’yi identifiye edilmigtir (Rice ve ark., 2008). Son yillarda DNA-DNA
hibridizasyon ve 16s RNA sekansing, ribotiplendirme ¢aligsmalari baz alinarak
onceki A serotipleri ( A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 ve
A17) M. haemolytica olarak tekrar tanimlanirken, geri kalan A11 serotipi M.
glucosida olarak isimlendirilmis (Rice ve ark., 2008; Zecchinon ve ark., 2005;
Winn ve ark.,2006) ve yeni bir cins altinda toplanmistir. Bu yeni Mannheimia
cinsi, M. haemolytica ve M. glucosida turleri disinda M. ruminalis, M.
granulomatis ve M. varigena olarak adlandinlan 3 yeni turd de
kapsamaktadir. Bu yeni turler Actinobacillus cinsi ile (6zellikle A. lignieresii)

yakin akrabalik géstermektedir (Winn ve ark.,2006).

M. haemolytica; A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 ve
A17 olmak Uzere 12 kapsuler serotipe sahiptir (Rice ve ark., 2008). Bu
serotiplerden A1 ve A2’nin tum dlnyada yaygin oldugu ve her ikisinin de sigir

ve koyunlarin Ust solunum yollarinda kolonize oldugu belirtiimigtir. A6, A7, A9



ve A12 gibi diger serotipler bildirilse de, sigir mannheimiozisinin en onemli
etkeni A1 olarak kabul edilmektedir (Zecchinon ve ark., 2005). Saglikl
sigirlar siklikla Gst solunum kanalinda her iki serotipi tagimasina ragmen,
takip eden stres veya hasta hayvanlardan horizontal bulasma ile A2’nin yerini
oncelikli serotip olarak A1 alir (Rice ve ark., 2008). Davies ve ark. (2001)
yaptiklart  bir c¢alismada A1 ve A6 serotipinin sigir pnomonik
mannheiminozisinin hemen hemen buatin durumlarinin sebebi oldugunu
belirtmiglerdir. Yakin zamanda Amerika’da yapilan c¢alismalar ile A6
serotipinin izole edilmis serotiplerin %30’unu olusturdugunu belgelenmigtir
(Purdy ve ark., 1997; Al-Ghamdi ve ark., 2000). Bununla birlikte her
serotipdeki kapsul yapisindan ayri olarak, lipopolisakkarit yapilari ve dis
membran proteinleri baz alindiginda A1 ve A6 serotiplerinin son derece
benzer oldugu goérulmustur (Rice ve ark., 2008; Zecchinon ve ark., 2005). A2
serotipinin ise koyunlarda pndomonik mannheimiozisin en yaygin etkeni
oldugu, ancak, A5, A6 ve A7 serotiplerinin de prevalansinin yuksek oldugu
bildirilmistir (Rice ve ark., 2008).

M. haemolytica saglikli sigirlarda kommensal bir mikroorganizma
olarak nazofarinksde ve tonsillerde yasar ve konakgisi ile simbiyotik iligkisini
surdurur (Rice ve ark., 2008). Ancak sutten kesme, kotu hava kosullari,
hayvan nakilleri, beslenme degisikligi, surlye yeni katilimlar gibi stres
yaratan durumlar esnasinda bakteri Ust solunum yollarinda ¢ogalir (Rice ve
ark., 2008; Sun ve ark., 1999). M. haemolytica infeksiyonlarinin
patogenezinde viruslar (Parainfluenza viris 3, Bovine herpes viris 1, Bovine
respiratory sinsityal virlis) ve diger bazi bakterilerde (P. multocida,
Mycoplasma bovis, Arcanobacterium pyogenes) rol oynar (Zecchinon ve
ark., 2005; Winn ve ark.,2006). Bu faktorlerin timuU Ust solunum yolu kanali
epitelyumununda bakterinin kolonize olmasini, nazofarinksden akcigerlere
inmesini saglar ve akcigerlerde bronko-alveolar pnémoniye sebep olur. Klinik
olarak depresyon, yuksek ates, nabizda artis, 6nemli derecede kilo kaybi,
mukopurulent nazal akintt ve Oksuruk gibi bulgular gozlemlenebilir
(Zecchinon ve ark., 2005).



M. haemolytica, konak defansindan kagmasina ve kolonize olmasina
olanak taniyan ve hastalik patogenezinde dnemli rol oynayan bir ¢ok virulens
faktorine sahiptir (Jeyaseelan ve ark., 2002; Stevens ve Czuprynski 1996).
Bu faktoérler M. haemolytica’nin ¢ok sayidaki Grindnd ve komponentlerini
kapsamaktadir (Rice ve ark., 2008). Adhezinler, kapsuler polisakkarit, dig
membran proteinleri (OMP), lipopolisakkarit (LPS), néraminidaz, 16kotoksin
(LKT), lipoproteinler, siyaloglikoproteaz, serotip-spesifik protein ve transferin-
baglayan proteinler bu faktérler arasinda sayilabilir (Rice ve ark., 2008;

Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve ark., 2005; Reggie ve ark., 2001).

M. haemolytica kapsuler polisakkariti (CPS), 31-4 bagi ile bagl N-
asetilmannozaminuronik  asit (ManNAcA) ve N-asetiimannozamin’in
(ManNAc) olusturdugu disakkaritin tekrarlamasindan meydana gelir ve
patogenezde farkli mekanizmalar ile dnemli rol oynar (Reggie ve ark., 2001).
Kapsuler polisakkarit M. haemolytica’nin sigir solunum sisteminde
adhezyonunu ve Kkolonizasyonunu Kkolaylastirir. Bununla birlikte hem
notrofillerin  fagositik ve bakterisit aktivitesinin inhibisyonu, hem de
komplement aracili lizisin inhibisyonunda onemli rol oynayarak bakterinin
Olmesini engelleyen bir virulens faktorudur (Reggie ve ark., 2001; McKerral
ve Reggie, 2002). Gatewood ve ark. (1994) kapsuler polisakkaritin antijenik
Ozelligini kultar sartlarinda gosterildigini ve konaktaki blyime boyunca
uretilen kapsuler polisakkaritin  koruyucu immun cevabi uyardigini

bildirmiglerdir.

Dis membran proteinleri M. haemolytica’nin immun cevaptan
korunmasini saglayan énemli yuzey antijenleridir. Deneysel enfeksiyonlarda
M. haemolytica’nin dis membran proteinlerine kargi olusan antikor cevabi,
komplement aracili 6lim ve Fc reseptor aracili fagositoz ile orantilidir
(Ayalew ve ark.,2004). Pandher ve ark. (1998) proteaz muamelesi ve
Western blotting teknigi ile 21 immunojenik dis membran proteinini identifiye

etmislerdir. M. haemolytica in-vivo ortamda akciger dokusunda 32 kDa



blydkligunde OmpA, 35 kDa buyukliginde PomB, 38 kDa buyukliginde
yuzey lipoproteini ve demir baglayici OMP’ler gibi dis membran proteinleri
aretir. M. haemolytica’ nin virulensinde OmpA’ nin dis membran butinlagunu
ve hucre seklini koruma, konjugasyonda rol alma, serumun bakterisidal
etkilerine karsl direngte rol oynama gibi fonksiyonlari oldugu yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Davies ve Lee, 2004; Reeks ve ark., 2005).
Bu proteinin Escherichia coli OmpA ile benzer oldugu cesitli ¢alismalarda
gosterilmigtir (Mahasreshti ve ark., 1997). Bununla beraber enfeksiyona karsi
direncte 86, 66, 49 kDa OmP’lerin de etkili antikor yaniti yarattigi gdézlenmistir
(Diker ve ark., 1995). Ayrica yapilan ¢alismalarda, t¢ buylk demir badlayici
dig membran proteini (IROMPs) identifiye edilerek M. haemolytica’ nin demir
kisith ortamlarda da kolayca Uredigi bulunmustur. Bu proteinlerden 77 kDa
agirhgindaki proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekte, diger iki demir
baglayici protein ise Tbp1 ve Tbp2 olarak tanimlanmaktadir. Bu demir
baglayici proteinler nétrofil fonksiyonlari ve fagositozun inhibe edilmesi igin
etkili faktorlerdir (Jeyaseelan ve ark., 2002; Reggie, 2001).

M. haemolytica’ da serotipe gore adezin —konak reseptor iliskileri
farkhlik gosterebilir. Bu etkilesimlerin ¢odu, fimbria veya dis membran
proteinleri gibi spesifik organellerin ortakhgindan meydana gelir. Bazi
durumlarda ise konak hucre karbonhidratlarinin spesifik olarak taninmalari
sirasinda bu adezyon mekanizmalari aracilik yapar (Jaramillo ve ark., 2000),
fakat molekilller aracili konak adezyonu hakkinda yeterli bilgi yoktur
(Jeyaseelan ve ark., 2002) M. haemolytica en az 2 farkl tip fimbriaya sahiptir.
Bunlardan biri 12 nm ¢apinda sert yapili digeri ise 5 nm c¢apinda esnek
yapihdir. Yapilan ¢alismalarda blyuk ¢apl fimbria purufiye edilmis ve bunun
35 kDa agirhginda bir alt UGniteye sahip oldugu gosterilmigtir. Bu bulgular
virulent M. haemolytica’nin kolonizasyonunu saglayan adezyon faktorlerine
sahip oldugunu gosterir. M. haemolytica ayrica adezin adi verilen 68 kDa
agirhiginda, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sdlfat/Poliakrilamid  Jel
Elektroforez) ile belirlenebilen, adezyonda goérev alan bir proteine sahiptir.

Adezin tavsan eritrositlerini ve sigir trakeal epitelyum hucrelerini aglutine



eder, fakat bu etki N- asetil-D- glukozamin veya seyrek olarak da N asetil
neuromik asit ile inhibe edilebilir (Jaramillo ve ark., 2000; Jeyaseelan ve ark.,
2002; Reggie, 2001).

M. haemolytica’'nin virulens faktorleri arasinda néraminidaz enzimi
de vardir. Néraminidaz, ekstraselller, isiyla degisen bir enzimdir. Bu enzim
bakterinin sabit buylime fazi boyunca maksimum olarak uretilir (Straus ve
ark., 1998). Fakat noOraminidaz enzimi Uuretimi M. haemolytica’nin
serotiplerine goére farklihk gostermektedir ve bazi serotipleri bu enzimi
uretirken bazilari ise Uretmemektedir (Straus ve ark., 1993, White ve ark.,
1995). Straus ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada ise M. haemolytica
A1 serotipinin néraminidaz enziminin molekuler agirlik, antijenik 6zellik ve
substrat spesifitesi bakimindan diger enzimi Ureten serotipler tarafindan
salgilanan ndéraminidaz enzimleri ile benzer &zellik gosterdigi ortaya
konulmustur. Noéraminidaz, Streptecoccus pneumoniae, Corynebacterium
diphtheriae, Vibrio cholerae gibi bakterilerde de virulens faktoru olarak

patogenezde dnemli rol oynar (Straus ve ark., 1993; Straus ve ark., 1998).

Virulens faktér olarak ndraminidaz etkisinin tam mekanizmasi heniz
aciklanamamistir. Ancak bu aktivitenin muhtemel mekanizmalarindan biri,
tukuruk glikoproteinlerinden sialik asit yapisini baglamasi ve ag yapisini
azaltmasi sonucu bakterinin hicre yuzeyine daha yakin olmasi ve bakterinin
hayatta kalmasidir (Straus ve ark., 1998; Jeyaseelan ve ark., 2002). Diger bir
mekanizma ise solunum yolu mukusunun vizikositesini azaltmasi ve boylece
mukosiliyal ortinun etkinliginin azalmasi sonucu bakterilerin  solunum
epitelyumunun daha derinine yerlesim gosterebilmesidir (Jeyaseelan ve ark.,
2002).

M. haemolytica’nin diger bir virulens faktéri olan lipopolisakkarid
(LPS) in vitro ortamlarda klasik endotoksin etkisi gOsterir (Diker ve ark.

,1995). LPS Gram negatif bakterilerde hucre duvarinda o6nemli bir



komponentdir (Jeyaseelan ve ark., 2002). LPS molekuli genellikle 3 farkl
bolgeden meydana gelir. Bu bolgelerden ilki, oligosakkarid unitelerinin
tekrarindan olusmus O-spesifik polisakkarid zinciridir. ikinci bolge disik
molekuler agirhga sahip c¢ekirdek oligosakkarid bodlge, Uglncu bdlge ise
endotoksik aktivite iceren lipid A kismidir. LPS kompleksi M. haemolytica
serotiplerine gore degisiklik gosterebilir ve genellikle bakterinin agirhginin
%10-25'i LPS kompleksinden olusur (Lacroix ve ark., 1993; Leite ve
ark.,2003,) Lacroix ve ark. (1993) M. haemolytica LPS’lerinin yapisal ve
antijenik 6zelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda, serotip 2 ve 8 suslarinin
rough tip LPS’ye yani sadece cekirdek oligosakkarit ve lipid-A bdlgelerinden
olusan LPS’ye, diger 14 serotipin ise smooth tip LPS’ye yani butin bdlgeleri
iceren LPS’ye sahip olduklarini belirlemiglerdir. Lipid A kisminin konak
defans mekanizmalarindaki aktivitesi tam olarak agiklanamamasina ragmen,
asil immun yanitin O-polisakkarid bdlgesine karsi oldugu bilinmektedir
(Lacroix ve ark., 1993).

LPS hem hidrofobik hemde hidrofilik bir molekuldir ve Idkosit
fonksiyonlarini degistirebilir, sigir alveolar makrofajlarini yangisal sitokinleri
salgilamasi icin uyarabilir (Malazdrewich ve ark., 2004). Ayrica in vitro
ortamlarda sigir endotel hucreleri igin sitotoksiktir ve bu toksik etkileri
kapsayan kompleks mekanizmalar ile solunum sistemi endotelyumu
patolojisine katkida bulunur (Jeyaseelan ve ark., 2002; Leite ve ark., 2003; Li
ve Clinkenbeard, 1999). Ayrica uyariimis sigir I6kositlerini, TNF-a, IL-1 B,
nitrik oksit, interlokin-8 (IL-8), histamin ve prostoglandin E2 gibi yangisal
aracllar sentezlemesi ve serbest birakmasi igin uyarir, bu da ciddi solunum
sistemi hasarina yol agabilir (Yoo ve ark., 1995; Leite ve ark., 2003; Lafleur
ve ark., 2001). McClenahan ve ark. (2008) hem LPS hem de LKT ’nin sigir
mikrovaskuler endotelyal ve alveolar epitelyum hucrelerinde permeabilite,
morfoloji ve apoptozis seviyelerinde etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda
LPS’nin endotelyal hicrelerde apoptotik etkilere sahip oldugunu, fakat

epitelyum hucrelerinde bu etkinin gorulmedigini bildirmiglerdir. Yakin



zamanlarda yapilan in vitro ¢alismalarda LPS kompleksinin ayrica LKT’nin

biyolojik etkilerini arttirdigi goériimustir (Jeyaseelan ve ark., 2002).

Yapilan galismalar LPS’ye maruz kalan gesitli hicrelerde (6zellikle
sigir ve insan endotelyal hucrelerinde) 6n-yangisal ve hasari indikleyen
etkiler goraldiguna gosterir. LPS, bu hlcrelerde Toll-like reseptor 4 (TLR-4)
sinyal yolunu aktive eder. Aktive olan TLR-4 ise apoptotik sinyalizasyonu
baglatir ve bdylece hucreler apoptozis gegirir (Cates ve ark., 2008;
McClenahan ve ark., 2008).

M. haemolytica’nin en 6nemli virulens faktorl, patogenezinde cok
onemli olduguna inanilan ruminant spesifik I0kotoksindir (LKT) (Rice ve ark.,
2008; Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve ark., 2005). LKT 1siya duyarli,
oksijene ve pH degisimlerine dayanikli ve suda ¢oziinebilen bir proteindir. in
vitro Uremenin logaritmik fazi boyunca bakterinin butin serotipleri tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. Ancak LKT miktari ve biyolojik aktivite yonunden
serotipler arasinda farkhliklar vardir. (Rice ve ark., 2008; Jeyaseelan ve ark.,
2002). Ayrica 104 kDa agirhginda, por olusturan RTX (repeats-in-toxin)
toksin ailesinin bir Uyesi olan kuvvetli kalsiyum bagiml sitolitik bir toksindir
(Stevens ve Czuprynski 1996; Thumbikat ve ark. 2005).

Por olusturan RTX toksinler, gesitli hayvan ve insanlarda enfeksiyon
olusturan Gram negatif bakteriler tarafindan duretilirler. Bu bakteriler ve
toksinlerine M. haemolytica’'nin LKT’i disinda, Actinobacillus
pleuropneumoniae sitotoksinleri, Bordetella pertussis adenilat hemolizini ve
E. coli a-hemolizini 6rnek verilebilir. Strathdee ve Lo (1987) M. haemolytica
LKT’sinin E. coli a-hemolizini ile genetik olarak ¢ok benzedigini bildirmistir.
Bu toksin ailesinin Uyeleri buyuk olgude degisken etki mekanizmalarina ve
konak spesifitelerine sahiptir (Thumbikat ve ark. 2005). Diger RTX toksinler
gibi LKT'nin de vyuksek konsantrasyonlarda hedef hicrelerin plazma
membranlarinda transmembran porlarinin olusumuna etki ederek onkozis

olarak adlandirilan kolloid-osmotik hicre lizisine neden oldugu dusunular.
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Onkozise ek olarak, bu toksin bazi RTX toksinleri gibi disik
konsantrasyonlarda hedef hicrelerde apoptozise neden olur (Sun ve ark.,
1999).

LKT, aktivasyonu, sentezi ve salgilanmasi i¢in bakteriyel kromozomda
polisistronik operon bolgesinde 4 gen (LktC, LktA, LktB ve LktD) ile kodlanir
(Rice ve ark., 2008; Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve ark., 2005). |ktC,
IktA, 1ktB ve IktD tarafindan kodlanan polipeptidler sirasiyla 165, 953, 708 ve
478 aminoasit uzunlugunda ve 20, 102, 80 ve 55 kDa molekuler
agirhgindadir. A geni (LktA) yapisal toksini kodlar. C geninin drtnleri, toksin
aktivasyonu i¢in gereklidir. B ve D genlerinin Urdnleri ise toksin
salgilanmasinda kullanilir. Lkt operonunun promotor aktivitesi bakteriyel
uremenin erken logaritmik fazinda pik dizeye ulasir ve logaritmik fazin
ortasinda ise duzgln bir sekilde azalmaya baslar. Boylece LKT proteini
bakteriyel Uremenin logaritmik fazinda maksimum dlzeyde Uretilir. Yani
bakteriyel Ureme ve Lkt operonunun expresyonu birlikte duzenlenir. Demir
(Fe) eksikligi, sicaklik gibi c¢evresel faktorler bu duzenlemede Lkt
promoterlerinin aktivitesi igin gereklilik gosterirler (Rice ve ark., 2008;

Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve ark., 2005).

LKT, once inaktif bir formda sentezlenir ve |ktC geninin yag asidi
acillemesiyle aktif hale geger. Bu aktivasyon asamasinda toksin etkisini
kaldirir, proteinin hidrofobisitesi arttiriir. Bu agillenme Lkt'nin biyolojik
aktivitesi icin gerekli olup, toksinin hucre digina ¢ikmasi icin yeterli degildir.
IktB ve D tarafindan kodlanan urunler hdcre disi ortama, agillenmis LKT nin
gegisini saglar (Rice ve ark., 2008; Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve
ark., 2005). Fedorova ve Highlander (1997) antijenik 6n-LKT salgilayan
fakat Iokotoksik veya hemolitik olmayan, LktC geninin, 6n-LKT nin
aktivasyonu igin gerekli oldugu onaylanan bir mutant sug meydana
getirmiglerdir. Sonrasinda, Highlander ve ark. (2000) bu susun sigir

modelinde virulensi zayiflatiimig inaktif LKT salgiladigini géstermiglerdir.



11

Lkt genlerinin sekans analizi ve polimorfizim c¢alismalari, farkli
serotiplerin farkli LKT tipleri Urettigini gostermistir. Serotip A1, A5, A6, A8, A9
ve A12 cok benzer LKT'lere (LktA1.1, LktA1.2 ve LktA1.3) sahiptir, ancak
serotip A2 izolatlari dort LKT tipinden (LktA2, LktA3, LktA8 ve LktA10)
herhangi birini eksprese edebilir. LKT ayni serotiplerin sigir ve koyun

izolatlari arasinda da degisebilir (Rice ve ark., 2008).

M. haemolytica LKT sigir pndmonik mannheimiozisinde akcigere ciddi
zararlar veren ve klinik belirtilere neden olan primer bir faktérdir. Deneysel
calismalarda hastaligin siddeti ve LKT miktari arasinda bir oranti oldugu
gorulmustir (Jeyaseelan ve ark., 2002; Preez ve ark., 2008). LKT, bakterinin
fagositozdan kagarak yagsamasinda en 6nemli rolu oynar. LKT sigir alveolar
makrofajlari ve akciger noétrofillerinde dejenerasyon olusturur (Rice ve ark.,
2008). LKT’nin kan pulcuklarini lize ettigi ve bunun trombus olusumu ve fibrin
eksudasyonu yoluyla lezyonlara katkida bulundugu bildirilmistir (Diker ve
ark., 1995). Ayni zamanda LKT’nin sigir mannheimiozisinde enfeksiyonun
siddetini arttirdig1 da gorulmustir (Jeyaseelan ve ark., 2002).

Codu RTX toksini, genis bir aralikta vertebralilarin pek c¢ok hlcre
tipinde lizise neden olur ve az c¢ok tur spesifitesi gosterir. Diger yandan
Actinobacillus actinomycetemcomitans ve M. haemolytica tarafindan Uretilen
sitolizinler, l10kositler Uzerine primer etki gosteren I6kotoksinler olarak bilinirler
ve bu lI6kotoksinler hayvan tirine spesifiktir. M. haemolytica LKT bir
ruminant I6kositleri ve trombositlerine etki eden ruminant spesifik toksindir,
Bu toksinin hucre tipi ve tur spesifitesi kendi hedef hucrelerinin spesifik
reseptorleri ile iligkilidir. Pek ¢ok calismada M. haemolytica LKT nin duyarli
hedef hicrelere bir ylzey reseptorl araciligi ile baglanabildigi bildirilmigstir
(Jeyaseelan ve ark., 2002) ve LKT duyarlihdinin, antijen 1 ile birlesmis
lenfosit fonksiyonuna (LFA-1) (CD18/CD11a) bagh oldugunu ortaya
cikarilmistir. LFA—1 agirlikh olarak lenfositler, monositler ve ndtrofiller
uzerinde bulunur. LFA-1’e bagli LKT toksinin hlicre membrani igine gegisini

kolaylastirir. Bu olay immun hicrelerin eliminasyonu ile sonuglanir
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(Srikumaran ve ark., 2008; Zychlinsky ve Sansonetti, 1997; Jayaseelan ve
ark., 2000). Akcigerlerde deneysel olarak olusturulmus mannheimiozisde,
immunohistokimyasal analiz kullanarak Whiteley ve ark. (1990)" nin yaptiklari
calismada, LKT’nin segici olarak alveolar I6kositlere bagladigi ve dejeneratif
degisikliklere neden oldugu, bu degisimin alveolar epitelyum ve endotelyal
hicrelerde olmadigi gorulmustir. Flowsitometrik temelli baglanma testlerinde
ise LKT’nin sigir I6kositlerine hucre yuzey proteini araciligiyla baglandigi,
ancak domuz Iokositlerinde bu baglanmanin gorulmedigi belirtiimistir. Sun ve
ark. (1999) yaptiklari bir calismada LKT nin sadece ruminant Idkositlerine
baglanmadigini, ayni zamanda karnivor, domuz ve at IOkositlerine de
baglandigini, fakat sadece sigir I0kositlerinde hucre igi kalsiyum akisini

bozdugunu gostermislerdir.

Enfeksiyon sirasinda sigir hicreleri Uzerinde LKT’nin etkileri doz
bagimlidir.  Cok dusik konsantrasyonlarda, toksin hedef hicrelerin
degranulasyonunu tetikler. LKT konsantrasyonu arttikga, hedef hucreler
apoptozise gitmek igin uyarilir. Bu uyarim alveolar makrofajlarin aktive
edilmesiyle yangisal sitokinlerin salgilanmasi, bunlarin da etkisiyle
noétrofillerin aktivasyonu ve sonrasinda nitrik oksit, serbest oksijen radikalleri,
proteazlarin salgilanmasi gibi durumlari kapsar (Jeyaseelan ve ark., 2002;
Thumbikat ve ark. 2005). Sonug olarak hucrelerde morfolojik, biyokimyasal
ve molekuler degisimler meydana gelir ve hicre apoptozis gegirir (Thumbikat
ve ark. 2005). Yiksek LKT konsantrasyonunda, hedef hicrelerde plazma
membraninda por benzeri yapilar olusur ve membran disina K* ve membran
icine Ca*? akimi, koloidal ozmotik artis ve sonuc olarak onkotik hiicre lizisi
olarak adlandirilan onkozis meydana gelir (Rice ve ark., 2008). LKT, alveolar
makrofajlari ve nétrofilleri etkileyerek proliferasyonu engeller ve bu hiicrelerin
antibakteriyel etkilerini ortadan kaldirir, boylece daha uzun sire bakterinin

hayatta kalmasi saglanmis olur (Jeyaseelan ve ark., 2002).
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LKT ve LPS’nin etkilerini birbirinden ayirmak kolay degildir. Hem
beraber kompleks olusturarak hem de ayri ayri gesitli sinyal yollarini uyarip

farkh etkilere sebep olabilirler (Zecchinon ve ark., 2005).

Gelismis organizmalarin hicreleri genetik olarak belirlenmis programli
intihar yontemini icerir. Apoptozis adi verilen biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler ile hicre kendi kendini yok eder (Muller ve Rudel, 2001).
iskogya’daki Aberdeen Universitesinde Alastair Currie, 1970’lerin basinda ilk
olarak, tek hucre olumund karsinojen maddeler uygulanan ratlarin adrenal
kortekslerinde bulmustur. John Kerr Avustralya’da 1971°de, toksin uygulanan
hayvanlarin cigerlerinde bu "tek hucre olumu" olgusunu gormus ve buna
"nekrozis azalmasi" adini vermigtir. Currie ve Kerr benzer 6zellikteki yapisal
degisim surecinin, normal gelisim, tetratogenezis, neoplazi, atrofi sirasinda
saglkh dokularda da meydana geldigini gostermistir. Daha sonra, bu tek
hidcre olumune apoptozis adi verilmis ve bu igerik 1972°de yayimlanmigtir
(Perl ve ark, 2005).

Apoptozis, aktif, enerji bagiml, iyi tanimlanmis bir slre¢ olan
programlanmig hicre 6lumu olarak da bilinir (Perl ve ark, 2005). Bu morfolojik
olay tek bir hucrede, nukleer ve sitoplazmik yogunlagma, azalmig mitokondrial
membran potansiyeli, hicre buzulmesi, sitoplazmik azalma, zeiozis (dinamik
plazma membran kabarmasi), DNA fragmentasyonu, ve membranla kapli
hicresel parcalanma (apoptotik pargaciklar) ile karakterizedir (Dockrell,2001;
Fink ve Cookson, 2005; Menaker ve Jones, 2003; Oniz, 2004; Perl ve ark,
2005; Tomatir, 2003). Apoptotik parcaciklar, fagositik hucrelerin igine alinir ve

fagozomlar icinde bozulurlar (Gao ve Kwaik, 2001).

Programli hicre o6lumd sirasinda DNA pargalara ayrilir. Apoptotik
hicrelerdeki DNA  polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ile
incelendiginde yaklagik 200 baz ciftik bir yapr go6zlenir. Apoptozisin

belirlenmesindeki diger bir yontem ise terminal deoxynucleotidyl transferase
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nick end labeling (TUNEL) denilen bir metotdur. Bu matodla kiriimis DNA
parcalari gorunur hale getirilir. Apoptozis, ayrica ¢esitli boyama yontemleri ve
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) gibi immunolojik yontemlerle
de belirlenebilir (Leite ve ark.,1999).

infeksiyonlarda konak hiicre éliimiiniin rolii oldukga énemlidir (Gao ve
Kwaik, 2001). Birgok patojenik mikroorganizma hem toksik drtinler Ureterek
hem de konak hucreleri infekte ederek okaryotik hicre 6lumine sebep olur.
Hucre 6lum mekanizmasi immun cevabi etkilemesi ve yanginin gekillenmesi
icin oldukgca oOnemlidir (Fink ve Cookson, 2005). Bakteriler, cesitli
stratejilerden faydalanarak konak hicrenin apoptotik sinyalizasyonunu
ayarlayabilir ve boylece hastalik patogenezinde rol alirlar (Menaker ve Jones,
2003). Apoptozisi aktive etmek igin bakteriler tarafindan kullanilan stratejiler,
normal konak hlcre defansini bozmak igin gerekli olabilir. Yani immun
hicrelerin apoptozisi, infekte hlcrelerin yasama yeteneklerini iyilestirmek ve
bakterilere konak immun cevaplarinin etkinligini azaltmalari ve bundan
kagmalari icin imkan tanir (Fink ve Cookson, 2005; Menaker ve Jones,
2003).

Apoptozisin aracisi olarak birgok patojen tanimlanmaktadir. Bu
patojenler dokular infekte eden Gram pozitif veya Gram negatif bakterilerle
beraber Mycobacterileri de kapsamaktadir. Programli hicre olumadnu
kapsayan en az Ug¢ patojenik strateji vardir (Zychlinsky ve Sansonetti, 1997a).

Bunlar;

e Hucreleri hasara ugratmak igin apoptozisin aktivasyonu
e Yanginin tetiklenmesi igin apoptozis aktivasyonu

e Konak hucre apoptozisinin inhibisyonu

Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas spp, Actinobacillus

actinomycetemcomitans, ve Bacillus anthracis gibi ekzotoksin Ureten
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bakteriler, makrofajlar tarafindan sindiriimeden veya hasara ugratilmadan
once makrofajlari 6ldirmede apoptozisi kullanirlar (Zychlinsky ve Sansonetti,
1997a). M. haemolytica da Urettigi LKT sayesinde makrofaj fagositozundan
kurtulur (Thumbikat ve ark. 2005). Bakterilerin konak hicre o6limuinde
faydalandigi diger bir durum ise epitelyal hucrelerin apoptozisini
induklemeleridir. Shigella ve Salmonella infeksiyonlarinda apoptozis yangiyi
tetiklemek icin kullanilir (Zychlinsky ve Sansonetti, 1997b). Chlamydia,
Rickettsia gibi bazi hlcre i¢i patojenler, konak hiicre apoptozisini engeller.
Bu, proliferasyon sirasinda infekte hucrelerin 6limunidn engellenmesi ile

bakteriye cogalmasi igin firsat tanir (Gao ve Kwaik, 2000).

Patojenler, konak hicre oOlum yolunun anahtar komponentleri ve
birbirini etkileyen virulens belirleyicileri ile donatilir. Bu virulens belirleyicileri

ise bazi yollar ile hlcre olumunu tetikler.

Patojenler, Urettikleri por olusturan toksinler ile hicre membraninda
porlara neden olurlar ve konak hucrelerde apoptozisi tetiklerler (Gao ve
Kwaik, 2000). Bu toksinler, spesifik hicre ylzey reseptorlerine baglanir
(Zychlinsky ve Sansonetti, 1997b). Ayrica iyonlarin serbest birakilmasini
kolaylastiran ve karakteristik DNA fragmentasyonu ile sonuglanan kuguk
porlara neden olurlar (Gao ve Kwaik, 2000). Ya da Ca?" ye agik bilyiik porlar
olusturabilir ve bu olay kaspaslarin aktivasyonuna yol agabilir (Jones ve
ark.,2000; Zychlinsky ve Sansonetti, 1997b). Bu toksinler, mitokondriyal
membranin icine eklenip apoptozisin efektdr molekulleri olan kaspaslarin
aktivasyonuna yol agan sitokrom c’nin serbest birakilmasina neden olurlar
(Jones ve ark., 2000). Ek olarak, LFA-1 (antijen 1 ile birlesmis lenfosit
fonksiyonu) ise bu toksinlerin hicre membranina girigini kolaylastirir

(Zychlinsky ve Sansonetti, 1997a).

Apoptotik por bicimlendiricilerinin en az 3 farkh tipi vardir. Bunlar;

amfifilik toksinler (Staphylococcus aureus ‘un a- toksini gibi, ki bu iyon
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gegiren por yaratarak hicre membrani icine direkt sokulur.), tiyol aktif
toksinler (Listeria monocytogenes'in listeriosin O toksini gibi), por olusturan
toksinlerin RTX (repeats-in-toxin) ailesidir. Por olusturan toksinlerin RTX
ailesi icerisinde A. pleuropneumoniae ve M. haemolytica tarafindan
sentezlenen sitotoksinler de bulunur. Bu sitotoksinler, sigir I6kositlerinde

hicre 6limune sebep olurlar (Weinrauch ve Zychlinsky, 1999).

Patojenler, Urettikleri A-B toksinler ile konak hucrelerdeki protein
sentezini inhibe ederek konak hucrenin 6lumine sebep olurlar (Lazebnik,
2001; Weinrauch ve Zychlinsky, 1999). Bunlar A ve B alt boélimlerine
sahiplerdir. B alt Uniteleri konak hucrelerin reseptorlerine baglanmaya aracilik
eder. A alt Uniteleri ise enzimatik aktiviteye sahiptir (Zychlinsky ve Sansonetti,
1997a). Bazi bakteriyel A-B toksinlerinde A alt bdlgesi ADP-ribozil
aktivitesine sahiptir. Bu aktivite ile protein sentezi i¢in gerekli olan elengasyon
faktorid 2 (EF-2) inaktive edilir ve konak hicre olduralir (Stevens ve
Czuprynski 1996; Zychlinsky ve Sansonetti, 1997a). Bazilarinda ise, A alt
bdlgesi N-glikosidaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite konak hucre ribozom
fonksiyonlarini bozarak protein sentezini inhibe eder. Ornegin; C.
diphtheria’nin difteri toksini (Dtx), Pseudomonas ekzotoksin A ve Shiga ve

Shiga benzeri toksinler bu grup icindedir (Zychlinsky ve Sansonetti, 1997a).

Bazi Gram negatif patojenler (Shigella spp., Salmonella spp., Yersinia
spp. gibi), tip-lll salgilama sistemi olarak adlandirilan protein salgilama
yolunu konak hucrelerde apoptozisin induksiyonu icin kullanirlar. Bu
proteinler konak hucre sinyal transdiksyon yollarini degistirmek igin konak
hicre komponentleri ile etkilesirler (Weinrauch ve Zychlinsky, 1999). Bazi
bakterilerde, bir plazmidin kodladigi proteinler Tip-lll salgilama sistemi ile
konak htcre sitoplazmasina birakilir. Bu proteinler nikleer faktér (NF) kB’nin
aktivasyonunu onler. Sonug¢ olarak hucreler apoptozis gegcirir (Lazebnik,
2001).
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Superantijenlerin  hlicre 06limU sinyalizasyonu hala karigiktir.
Slperantijenler, antijen sunan hicreler Gzerindeki MHC (major
histocompatibility complex) sinif-ll molekdlleri ve T hlcre reseptorlerinin
spesifik V3 bolgeleri ile es zamanl olarak etkilesir. Bu etkilesim T hucrelerini
¢ogaltmak ve gamma interferon gibi sitokin Uretmek i¢in uyarir. Genigleyen T
hicre populasyonu sonunda apoptozis ile tlketilir. Stper antijenler S. aureus
ve Streptococcus pyogenes’in Urettigi ekzotoksinleri igerir (Zychlinsky ve
Sansonetti, 1997a).

Bu etki yollari gesitli bakterilere gore farklihk gdsterir. Bakteri kendi
cikarina goére farkh vyollar secgebilir veya bu vyollarin birkagini beraber
kullanabilir (Zychlinsky ve Sansonetti, 1997b). Cesitli caligmalar, Rho ailesi
proteinlerinin bakteriyel toksinler i¢in substratlar oldugunu ve bu proteinlerin

apoptozisi indukledigini gostermistir (Atapattu ve Czuprynski, 2005).

Bu calismada, sigir epitel hlcrelerinde, M. haemolytica ve M.
haemolytica LKT uyariml apoptozisin belirlenmesi ile sigir mannheimiozisinin
patogenezisinde epitel hlcre apoptozisinin bir rolindn olup olmadiginin

arastirilmasi amaclanmistir.
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2.GEREG VE YONTEM

2.1. Mannheimia haemolytica susu

Sigir orijinli M. haemolytica A1 susu Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitisiinden saglandi. Ayrica Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kultur koleksiyonunda bulunan M. haemolytica A1
susu da c¢alisma kapsamina alindi. Suslarin timu, -20°C ve -80°C’de uygun
besiyerlerinde saklandi. Ayrica bu suslarin PCR ile Lkt A genlerine bakilarak
kontrolleri yapildi. Kotrolu yapilan suglardan, Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitisinden saglanan sigir orijinli M. haemolytica A1 susu,

c¢alisma susu olarak secilerek kullanildi.

2.2. Epitel Hiicreleri

Bu calismada sigir nazal turbinata epitel hicreleri sigir orijinli M. haemolytica,
LKT ve kaynatimis tim hicre aracili apoptozis i¢in hedef hicre olarak
kullanildi.

2.3. Alveolar Makrofajlar

Bronkoalveolar makrofajlar M. haemolytica, LKT ve kaynatiimig tum hucre

araclli apoptozis i¢in hicre pozitif kontroll olarak kullanildi.
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2.4, Besiyerleri

2.4.1. Colombia Blood Agar Base NO.2 (CBA)

M. haemolytica susunun uretimi amaciyla genel besiyeri olarak CBA (Difco,
0793-17-2) kullanildi. Besiyeri 39 g / 1000 ml olacak sekilde hazirlanarak ve
pH1 7.3’e ayarlandi ve 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Besiyeri sicakhgi 45—
50°C’ye gelince igerisine %5 oraninda koyun kani eklendi. Etivde 24 saat

inkiibasyona birakilarak kontaminasyon kontroll yapildi.

2.4.2. %0.5 Maya Ekstrakth Brain Heart Infusion Broth (BHI)

M. haemolytica |6kotoksin Uretimi icin genel besiyeri olarak %0.5 maya
ektraktl (Difco, 212750) iceren BHI Broth (Oxoid, CM0225) kullanildi.
Besiyeri 37 g brain heart broth ve 5 g maya ekstrakti 1000 ml distile su i¢inde

¢ozllerek hazirlandi ve pH'1 7.0’a ayarlandi ve 121°C’de 15 dk sterilize edildi.

2.4.3. RPMI-1640 Medium

LKT Uretiminde, kaynamis tim hlcre hazirlanmasinda, M. haemolytica saf
kaltar, LKT ve kaynamis tum hicre sulandirmalarinin hazirlanmasinda,
alveolar makrofajlarin  izolasyonunda RPMI-1640 Medium (HyQ,
SH30255.01) kullanildi.

2.4.4. Diger Besiyerleri

M. haemolytica suslarinin pasajlanmasinda Tryptic Soy Broth (TSB, Difco,
211825), susglarinin muhafaza edilmesi amaciyla %15 oraninda gliserin
(Merck, 4094) ilave edilen Tryptic Soy Broth (TSB, Difco, 211825), hucre
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kiltart pasajlarinda Dulbecco’s Modifiye Eagle Minimal Essential Medium
F12 (DMEM-F12, Biochrom, F4815) ve Foétal Dana Serumu (Biochrom,
S0313) kullanildr.

2.5. Solusyonlar

2.5.1.Phosphate Buffered Saline (PBS)

NaCl 8¢
KCl 0.2g

Na,HPO, 1.44 g
KH.PO, 0.24 g

800 ml distile su icerisinde ¢ozuldl, pH'1 7.4’e ayarlandi ve toplam hacim
distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize
edildi.

2.5.2. %4’luk Paraformaldehit Sollisyonu

Deneysel inoklulasyon sonrasinda, turbinata epitel hdcrelerinin ve
makrofajlarin fikse edilmesi icin %4’luk Paraformaldehit Solisyonu kullanildi.
4 g paraformaldehit (Merck, 4005) tartildi, Gzerine PBS eklendi ve 100 ml'ye
tamamlandi. Kapali sise iginde su banyosunda 65°C’'de 2 saat isitilarak
¢ozuldu. 4°C’de 2 haftadan fazla olmamak kosulu ile kullanilana kadar

saklandi.
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2.5.3. %0.2’lik Triton X-100 Solisyonu

Turbinata epitel hucrelerinin ve makrofajlarin permeabilize edilmesi igin
%0.2’lik Triton X-100 Solusyonu (Sigma, Aldrich) kullanildi. Triton X-100

solusyonu %0.2’ye dille edilerek kullanildi.

2.5.4. Denatlirasyon Soliisyonu

Turbinata epitel hucreleri ve I|Okositlerden mMRNA ektraksyonunda
denaturasyon solusyonu kullanildi. 3 M %10’luk N-lauril sarcosin’den 0.3 g
alindi, 3 ml distile suda ¢odzuldu. Cozeltiden 2.64 ml bir sise igine alindi. 0.75
M Na-citrat dihdyrate’dan 0.45 g alindi ve 2 ml distile suda ¢6zuldl.
Cozeltiden 1.76 ml alinarak sise igine eklendi. 25 g Na-Guanidine thiosionat
29.3 ml distile su iginde ¢ozuldu ve ¢ozelti sise icine eklendi. Karisim
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Ardindan karisim Uzerine 360 pl

merkaptoetanol eklendi ve sollisyon denatlrasyonda kullanildi.

2.6. Lokotoksin A Geni i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

M. haemolytica suslarinin kontroli amaciyla uygulanan PCR metodunda
oligonukleotid primerler, LktA geninin, I0kotoksin RTX domeinine spesifik
olan 1,145 bp’lik fragmentini amplifiye eden primer cifti kullanildi Bu primer

ciftinin baz formulasyonu asagidaki gibidir (Fisher ve ark. 1999);

Forward primer: 5- TGTGGATGCGTTTGAAGAAGG-3’
Reverse primer: 5-ACTTGCTTTGAGGTGATCCG-3'’

M. haemolytica suslarinin PCR’1 iki asamada gerceklestirildi.
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2.6.1. Bakteriyel Genomik DNA Ekstraksiyonu

Bakteriyel genomik DNA izolasyonu Fermantas Genomik DNA Purifikasyon

kiti (MBI Fermentas, Lithuania) kullanilarak kit protokoline uygun sekilde

yapildi. Buna gore asagidaki adimlar uygulandi.

TSB (Tryptic Soy Broth)'de 24 saat bekletiimis bakteri kaltard 10.000
rom’de 5 dk santriflj edildi. Santriflj sonunda supernatant dokualdd,
uzerine 200 pl steril distile su eklendi ve vortekslendi.

200 pl érnek 400 pl lizis soliisyonu ile karistirilarak 65°C’de 5 dk
inkube edildi.

600 pl kloroform eklenerek karistirildi ve 10.000 rpom’de 2 dk santrifij
edildi.

720 pl steril distile su, 80 pl 10x konsantre sollsyonu ile karigtirilarak
presipitasyon solusyonu hazirlandi.

Santriflj sonrasi tupun Ust kismindaki DNA igeren sivi faz yeni bir tipe
alindi ve Uuzerine 800 pl presipitasyon solusyonu eklendi. Oda
sicakhginda 1-2 dk karistirildi. 10.000 rpm’de 2 dk. santifuj edildi.
Supernatant tamamiyla alindi. DNA peletine 100 pl 1.2M NaCl
solisyonu eklenip vortekslenerek DNA peletinin iyice ¢6zunmesi
saglandi.

300 ul soguk etanol eklenerek DNA’nin presipite olmasi igin -20°C'de
10 dk bekletildi. 10.000 rpm’de 3 dk. santrifilj edildi. Ust kisimdaki
etanol dokulerek pelet %70’lik soduk etanol ile yikandi. DNA 100 pl

distile suda iyice karistirilarak ¢ozduraldu.

Ekstraksiyonu yapilan DNA Ornekleri amplifikasyon islemleri yapilana

kadar -20°C’de template DNA olarak kullanilmak {izere saklandi.
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2.6.2. PCR Amplifikasyon Kosullari

PCR'da Fisher ve ark. (1999) tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek

kullanildi. PCR’da amplifikasyonda kullanilan bilesenler asagida verildi.

Distile su 39.1 ul
10xPCR buffer 5 ul
MgCI2 3 ul
DNTP mix 0.8 pl
Primer 1 0.4 ul
Primer 2 0.4 pl
Taq DNA polimeraz 0.3 ul

PCR’da kullanilan 6rnek sayisina gore hazirlanan reaksiyon karisimi
DNase ve RNase-free PCR tiiplerine dagitildi. Uzerine 0.5 pl template
DNA’lar eklendi. Tlpler 50°C’ye 1isitilmis thermal cyclera konuldu. PCR
toplam 30 siklus uygulandi. Her siklusdaki sicakliklar ve sureleri asagidaki
gibidir.

94°C 1 dk
55°C 1dk
72°C 1dk

PCR drunleri g6z basina 10 pl 6rnek hacminde, %1.5’lik agaroz jelde
120 voltta 45 dk elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez sonuclari

1,145 bp bant buyuklugune gore degerlendirildi.
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2.7. Hiicre Kultiri

2.7.1. Epitel Hiicre izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Mezbahadan elde edilen uygun yastaki sigir fetusundan alinan turbin
kikirdak dokusundan nazal turbinata epitel hicreleri elde edildi ve kulturleri
hazirlandi. Sigir fetisinin 125 ile 140 gunlik arasinda olmasi tercih

edildiginden yas hesabi agagida belirtilen formule gore hesaplandi.

Fetlsun yasi (gun olarak)= 2,5 x (oksipital eklem ve sakral eklem arasindaki

mesafe cm olarak) + 21

Yasi hesaplanan uygun fetisiun nasal septumu sterii makas ile
acildiktan sonra turbin kikirdagi steril bisturi ve pens yardimiyla ayrildi ve
antibiyotikli (100 u/ml penisilin G ve 50 ug/ml streptomisin ihtiva eden) PBS
(Phosphate Buffered Saline) icine alindi ve +4°C’de 1 saat bekletildi.
Cikarlan kikirdak doku 2-8 mm? ebatinda kiiclltildii ve petri kaplarinda fotal
dana serumu (Biocrom, Germany) ilave edilerek explant outgrowth metodu
kullanilarak yapistirildi. Uzerine epitel growth faktér (EGF) iceren Dulbecco’s
modifiye Eagle minimal essential medium F12 (DMEM-F12, Biocrom,
Germany) eklendi ve 24-48 saat 37°C'de %5 CO_'li etivde inkibe edildi.
Monolayer sekilde Ureyen hucreler tripsinizasyon metodu ile 75 veya 25
cm?lik flasklara pasajlandi. Daha sonra amaca gore 24 gozlii ya da 96 gozli

hicre kultar pleytlerine gegildi.

2.7.2. Alveolar Makrofaj izolasyonu

Mezbahada kesilen 4 geng sigirin lezyonsuz akcigerleri alindi. Sonrasinda
bu akcigerlerin alveollerine 1 | PBS verildi ve akcigerden lavaj sivisi toplandi.
Toplanan sivi, 3000 rpm’de 10-15 dk santrif(jj edildi. Usteki sipernatant
atilarak, Uzerine atilan sivi kadar PBS eklenip, vortekslendi. Bu iglem 2 defa
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daha tekrarlandi. Sonrasinda hicre peletinin Gzerine I0kositleri lize etmek icin
steril distile su eklendi ve 3000 rpm'de 10-15 dk santriflij edilerek
supernatant atildi. Hucreler RPMI-1640’da suspanse edildi. Ayrica bu
suspansyondan Giemsa boyama yapilarak makrofaj varligi kontrol edildi.
RPMI-1640’da suspanse edilen hicreler 24 gozli hicre kultir pleytlerine
gegcildi, tUzerine Dulbecco’s modifiye Eagle minimal essential medium F12
(DMEM-F12, Biocrom, Germany) ve %5 fotal dana serumu (Biochrom,
Germany) eklenerek 24 saat 37°C'de %5 CO'li etivde inkube edildi.
Yuzeye yapisik olmayan hucreler PBS ile yikanarak uzaklastirildi, yapisik
olan makrofajlar ise hicre vasati yenilenerek saklandi (Thumbikat ve ark
2005).

2.8. inokulumlarin Hazirlanmasi

2.8.1. Lokotoksin Hazirlanmasi

Lokotoksin hazirlanmasinda Atapattu ve Czuprynski (2005) tarafindan
bildirilen yontem modifiye edilerek kullanildi. M. haemolytica susu kanl agara
ekildi ve 37°C’de 1 gece inkubasyona birakildi. 12—15 saat sonra bir 0ze
dolusu koloni 10 ml %5 maya ekstrakti (Difco, 212750) iceren BHI buyyona
(Oxoid, CM0225) ekildi. Buyyon kultara, rotatif calkalayicida 8 rpm’de
calkalanarak 37°C’de 1 saat inklibe edildi. Bu suUspansiyon, 500 ml’lik
erlende bulunan 200 ml %5 maya ekstrakti iceren BHI buyyona eklendi ve
rotatif ¢calkalayicida 120 rpm’de galkalanarak 37°C’de 2 saat inkube edildi.
Kaltur, 6000 rpm’de 15 dk santriflj edildikten sonra bakteri ¢cokintlsua 200 mi
RPMI-1640 (4 mM L-glutamin igeren) medium iginde slUspanse edilerek
rotatif calkalayicida 120 rpm’de calkalandi ve 37°C’de 4 saat inkube edildi.
Suspansiyon 7500 rpm’de 15-20 dk santrif(j edildi. Supernatant 0.2 um por
caph filtreden gegcirildi. Elde edilen filtrat I6kotoksin kaynadi olarak

kullaniimak Uzere -70°C’de saklandi.
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2.8.2. Canh M. haemolytica Kultuiriniin Hazirlanmasi

M. haemolytica CBA'ya ekilerek 37°C’de bir gece boyunca inkube edildi.
Ureyen kolonilerden 10 ml RPMI-1640’a gegcildi ve 37°C’ de birka¢ saat
beklendi. Daha sonra bakteri sayimi yapildi ve kalan kualtir +4°C’ye kaldirildi.
Buna goére 10 ml RPMI-1640’dan 1 ml alindi ve icinde steril 9 ml FTS
(%0.9’luk Fizyolojik Tuzlu Su) bulunan ilk tipe 1 ml gegildi ve bu tupten
pipetasyon yapilarak logaritma 10 tabanina goére sulandirmalar hazirlandi.
Daha sonra 4., 5. ve 6. tuplerden CBA'ya yayma ekim yontemi ile ekim
yapildi, 37°C'de 24 saat inkibe edildi ve kuiltirin ml’'sindeki bakteri
hesaplandi. Bu kultirden deneysel inokulasyonda kullaniimak Uzere log10

tabanina gore sulandirmalar hazirlandi.

2.8.3. M. haemolytica Kaynatilmig Tum Hucrelerin Hazirlanmasi

M. haemolytica 10 ml RPMI-1640’a suspanse edildi ve 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sispansiyon 100°C’de yarim saat
kaynatildi. Oda sisinda bir muddet sogumasi beklenen kaynatiimis
suspansiyon, - 20°C’de 10-15 dk bekletildi. Kaynatma ve sogutma iglemleri

tekrarlandi. Elde edilen suspansiyon kullaniimak Uzere -70°C’de saklandi.

2.9. Hiicre Kiiltiiriine Deneysel inokiilasyon

Turbinata hicreleri ve makrofajlar 96 ve 24 gozlu pleytlere gegildi ve 24-48
saat 37°C’ de %5 CO.li etivde bekletildi. 96 go6zIi hicre kultir pleytleri
TUNEL metodu ve Acridine orange-Ethidium bromide boyama igin, 24 gozlu
hicre kaltur pleytleri ise DNA jel elektroforezi icin kullanildi. Hazirlanan canli
M. haemolytica kaltiri ve LKT sulandirmalari her géze farkh sulandirma

gelecek sekilde eklendi. Kaynatiimig tim hilcre suspansyonu da
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sulandirilarak ayni sekilde kullanildi. Son goézler ise negatif kontroller igin
kullanildi. Canli M. haemolytica, LKT ve kaynatiimis tim hucre ile deneysel
inokulasyon tamamlandiktan sonra degerlendiriiene kadar 37°C’ de %5
COy'li etivde bekletildi. Degerlendirme zaman bagimli olarak 0., 3., 6. ve 18.

saatlerde yapildi.

2.10. Canh M. haemolytica Kulturiu, LKT ve Kaynatilmisg Tum Hicrenin
Tiirbinata Epitel Hiicreleri ve Makrofajlar Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

Canli M. haemolytica kulturt, LKT ve kaynatiimis tum hicrenin turbinata
epitel hicreleri ve makrofajlar Uzerindeki etkilerinin gorulmesi amaciyla

yapildi. Test yapilirken asagidaki adimlar izlendi.

e Turbinata hucreleri ve makrofajlar 24 go6zIu hlcre kiltir pleytlerine
gegildi ve hucrelerin yuzeyi kaplamasi i¢in 48 saat 37°C’'de %5 COy’li
etlvde inkube edildi.

e Daha sonra hiucrelerin Gzerine canli M. haemolytica kualtirli, LKT ve
kaynatiimis tUm hucrenin log10 tabanina gore sulandiriimalari her
g6ze bir sulandirma gelecek sekilde eklendi ve hicrelerin yapigmasi
icin 37°C’de % 5 CO_'li etuvde 3-4 saat inkube edildi. Negatif kontrol
olarak deneysel inokulasyon yapilmamig hucreler kullanildi.

e Hducrelerin Gstliine FTS igindeki %0,4 tripan mavisi eklendi.

e Mikroskop altinda 30 dk iginde boyayi alan hucreler sayildi.

Testte mikroskopta sayilan 6l hicrelerin, toplam hilcre sayisina orani
degerlendirildi (Wang ve ark. 1998).



28

2.11. Apoptozisin Belirlenmesi

2.11.1. TUNEL (TdT-mediated dUTP-X nick end Labeling)

TUNEL (TdT-mediated dUTP-X nick end labeling) metodu, apoptozisin erken

evresinde meydana gelen c¢ift ve tek iplikgik DNA kiriklarinin belirlenmesi

amaciyla kullanildi. Tunel metodu, DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System

(Promega, TB235) kit protokoline uygun sekilde yapildi. Protokole goére

asagidaki adimlar uygulandi.

Hucreler %4’lUk paraformaldehit ile +4°C’ de 25 dk fikze edildi. Sonra
PBS ile 5 dk oda i1sisinda 2 kere yikandi.

Hucreler %0.2°lik Triton X-100 solusyonunda 5 dk permeabilize edildi.
Sonra PBS ile 5 dk oda isisinda 2 kere yikandi. Bu asamada pozitif
kontroller hazirlandi.

Hucreler 100 yl dengeleme buffer (Equilibration Buffer) ile kaplandi ve
5-10 dk oda isisinda denge saglandi.

Hucreler dengelenirken, ornek sayisina gore yeterli miktarda rTdT
inkubasyon buffer hazirlandi.

Hucreler doku kagitlar ile kurulandi ve 50 pl rTdT inkUbasyon buffer
eklendi. Pleytler i1siktan korumak igin aliminyum folyo ile kaplandi ve
37°C’de 60 dk bekletildi.

Hucreler 2xSSC ile oda sicakhginda 15 dk muamele edildi.

Hucreler oda sicaklhiginda 5 dk PBS ile baglanmamis Fluorescein-12-
dUTP’nin uzaklastirilmasi igin yikandi. Bu islem 3 defa tekrarlandi.
Hucreler propidium iodide (Applichem, Darmstadt, Germany)
solusyonu ile oda sicakliginda 15 dk boyandi. Boyama islemi boyunca
pleytler 1siktan korunmak igin aliminyum folyo ile kaplandi.

Hucreler oda sicakliginda 5 dk distile su ile yikandi. Yikama islemi 3

defa tekrarlandi.
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e Hducreler doku kagitlan ile kurutuldu ve floresan mikroskop altinda

incelendi. Standart flurescein filtre agsagida tanimlandigi gibi analiz

edildi.
52020 nm fluresceinin yesil floresani
620nm< propidium iodidin kirmizi floresani

2.11.1.1. Pozitif Kontrollerin Hazirlanmasi

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi icin pozitif kontrol hicrelerinin
proseduru asagida anlatildigr gibi gergeklestirildi. TUNEL prosedurinde
anlatilan fikzasyon ve permeabilizasyon adimlari pozitif kontroller igin de
yapildi.

e Fikze edilmig hucrelere 100 uyl DNase | buffer eklendi ve oda
sicakhginda 5 dk inkube edildi.

e Hafifce vurularak sivi hucrelerden uzaklastirildi, 100 pl 5.5-10 Gnite/ml
DNase | iceren DNase | bufferdan eklendi ve oda sicakhiginda 10 dk
inkibe edildi.

e Hducreler steril distile su ile 3-4 kez yikandi ve Tunel prosedurine

dengeleme asamasindan devam edildi.

2.11.2. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA jel elektroforezi apoptotik hicre oOlumandn belirlenmesi ve DNA
fragmentasyonunun dogrulugunu kanitlamak amaci ile kullanildi ve 2 asama

da gergeklestirildi.
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2.11.2.1. Hiicresel Genomik DNA izolasyonu

Hucresel genomik DNA izolasyonu Fermentas Genomik DNA Purifikasyon
kiti (MBI Fermentas, Lithuania) kullanilarak, kit protokoline uygun sekilde

yapildi. Buna gore asagidaki adimlar uygulandi.

e Hucrelerin tripsinizasyon metodu ile birbirinden ve yluzeyden ayriimasi

saglandi. Toplanan hucreler 200 pl distile su igerisinde suspanse

edildi.

e 200 pl 6rnek 400yl lizis soliisyonu ile karistirilarak 65°C’de 5 dk
inkube edildi.

e 600ul kloroform eklenerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifi;
edildi.

o 720 pl steril distile su, 80 pl 10x konsantre solusyonu ile karistirilarak
presipitasyon solusyonu hazirlandi.

e Santrifij sonrasi tlpun Ust kismindaki DNA igeren sivi faz yeni bir tlipe
alindi ve Uuzerine 800 pl presipitasyon solisyonu eklendi. Oda
sicakhginda 1-2 dk karistirildi. 10.000 rpm’de 2 dk. santifiij edildi.

e Supernatant tamamiyle alindi. DNA peletine 100 pl 1.2M NacCl
solusyonu eklenip vortekslenerek DNA peletinin iyice ¢ozUnmesi
saglandi.

e 300 pl soguk etanol eklenerek DNA'nin prespite olmasi igin -20°C’de
10 dk bekletildi. 10.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Ust kisimdaki
etanol dokulerek pelet %70’lik soguk etanol ile yikandi. DNA 100 pl

distile suda iyice karistirilarak ¢ozdurulda.

Ekstraksiyonu yapilan DNA ornekleri DNA agaroz jelde kosturulana kadar

-20°C’de template DNA olarak kullanilmak (izere saklandi.
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2.11.2.2. Elektroforez

Deneysel inokulasyon vyapilmis hucreler ile pozitif ve negatif kontrol
hicrelerinden elde edilen DNA 6rnekleri, 200 bp fragmentasyonun gorulmesi
icin  (DNA merdiveni) %1.5’luk agaroz jelde 50V'da 7 saat boyunca
kosturuldu. DNA ethidium bromide ile boyandi ve UV ile gorunur hale getirildi.
Negatif kontrol olarak infekte edilmemis hucreler ayni islemlerden gegirilerek
kullanildi. Pozitif kontrol olarakda DNAse 1 ile muamele edilmis hucreler,
ayni iglemlerden gecirilerek kullanildi (Korostoff ve ark. 1998, Sun ve ark.
1999).

2.11.3. Acridine Orange- Etidium Bromide Boyama

Acridine orange (Applichem, Darmstadt, Germany)-Ethidium bromide
(Applichem, Darmstadt, Germany) boya kombinasyonu, htcrelerin membran
batinligu ve nukleer morfolojisinin  belirlenerek apoptozisin  dlgimesi
amaciyla kullanildi (Gohel ve ark.1999, Menaker ve ark. 2004). Buna gore

asagidaki adimlar uygulandi.

e Deneysel infeksyon sonucunda 18. saatte hucreler PBS ile 1 defa
yikandi.

e 100 pg/ml acridine orange ve 100 ug/ml ethidium bromide iceren PBS
ile sulandiriimig boya solusyonu hazirlandi.

e Solusyondan 100 ul her géze eklendi, oda isisinda birka¢ dk beklendi.
Hucreler PBS ile 1 defa yikandi.

e Daha sonra oOrnekler her gbézde 600 hucre sayilarak floresan

mikroskopta standart flurescein filtre kullanilarak degerlendirildi.
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2.12. Reverse Transkriptaz- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
cD18/CD11a (LFA-1) ve TLR-4 (Tool-like receptor 4) Gen

Transkripsiyonunun incelenmesi

Sigir turbinata epitel hicrelerinde, LKT spesifik hlcre ylzey molekllleri
CD18/CD11a (LFA-1) ve LPS spesifik TLR-4 (Tool-like receptor 4) hlicre
yuzey molekull, gen transkripsiyonun kontroli amaciyla Reverse
Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) metodu kullanildi.
Hucrelerde bu molekilleri kodlayan mesenger RNA’lar (mRNA)
complementer DNA’ya (cDNA) cevirildi (McClenahan ve ark., 2008). Ayrica
pozitif kontrol olarak I0kositler kullanildi (Jeyaseelan ve ark., 2000).

RT-PCR metodunda CD18, CD11a ve TLR-4 igin oligonikleotid
primerler ile 400 ve 500 bp uzunlugunda amplikonlar olugturulmasi
hedeflendi. Bu primer ciftlerinin baz formulasyonlari agagidaki gibidir
(McClenahan ve ark., 2008);

CD18 Forward primer: 5- GGCCCTCAATGGCATCAC-3’
CD18 Reverse primer: 5- CCCACCGATGGGTAGTCAAA-3’

CD11a Forward primer: 5- GGAGGCCGGGTGTTTATCTAC-3’
CD11a Reverse primer: 5- GGTGGAATAGGAGCACTCGACTT-3

TLR—4 Forward primer: 5- TATTTCTTATACCAACATCCGCATTG-3’
TLR—4 Reverse primer: 5- TTCACAAACACAAGCAAATGCA-3’

RT-PCR, 3 asamada gerceklestirildi.
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2.12.1. Hucresel mRNA Ektraksyonu

Hucresel mRNA ektraksyonu fenol-kloroform yontemi kullanilarak yapildi

(Sambrook ve Russell, 2001). Buna gore asagidaki adimlar uygulandi.

e Hucrelerin tripsinizasyon metodu ile birbirinden ve yuzeyden ayriimasi
saglandi. Toplanan hucreler 400 yl RPMI-1640 medyum igerisinde
suspanse edildi.

e Suspanse edilmis hucreler Uzerine esit hacimde (400ul) denatlirasyon
solUsyonu eklendi ve 15 sn vortekslendi.

e Karisim Uzerine 300 pl asit fenol (su ile equlibre edilmig), 300 pl
kloroform/izoamilalkol (49:1 oraninda) ve 100 yl 3 M Na asetat
(pH:4.2) eklendi ve 15 sn vortekslendi.

e Karisim 10.000-14.000 rpm’de 10 dk santrifij edildi ve santrifuj
sonunda Usteki sividan 700 ul alinarak yeni bir ependorfa koyuldu.

e Sivi lizerine esit hacimde (700ul) -20°C’deki izopropil alkol eklendi ve
10 sn vortekslendi.

e Karisim nukleik asitlerin prespitasyonu igin -80°C’de 1 saat bekletildi.

e Sure sonunda karisim 12.000 rpm’de 10 dk santrif(j edildi.

e Tup dibine ¢oken pelet 300 yl %70’lik etanol (ETOH) ile dikkatlice
yikandi ve 12.000 rpm’de 2-3 dk santriflj edildi.

e ETOH aspire edildikten sonra oda sicakliginda veya 37°C’de kurutulan
pelet 20 ul steril distile su ile sispanse edildi ve cDNA eldesi icin

kullaniimak tizere -20°C’de saklandi.

2.12.2. cDNA Sentezi

Ekstrakte edilen mRNA orneklerinden cDNA eldesi Fermentas RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1622) kullanilarak, kit protokoliine uygun
sekilde yapildi. Buna goére cDNA sentezinde kullanilan bilesenler agagidaki
gibidir;
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Karigim 1

Random hexamer 0.5yl
Distile su 3 ul
Karigim 2

5X buffer 2 ul
DNTP mix 1l
Reverse transkriptase 0.5 ul

cDNA sentezinde kullanilan 6rnek sayisina gore hazirlanan reaksiyon
karisimi DNase ve RNase-free PCR tlplerine dagitildi. Uzerine 3 pl template
RNA'lar eklendi. Tipler thermal cyclera konuldu ve 25°C’de 5 dk inkiibe
edildi. Sonrasinda 42°C’de 60 dk inkiibasyon ile reverz transkripsiyon islemi
gergeklestirildi ve 70°C’de 5 dk'lik inkiibasyon ile reaksiyon sonlandirildi.
Elde edilen cDNA’lar PCR’da kullanildi.

2.12.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Sentezlenen cDNA’lara PCR metodu uygulandi (McClenahan ve ark., 2008).

PCR’ da amplifikasyonda kullanilan bilesenler asagida verildi.

Distile su 18.5 ul
10xPCR buffer 3ul
MgCI2 2.4l
DNTP mix 1 pl
Primer 1 0.8 ul
Primer 2 0.8 ul

Taqg DNA polimeraz 0.5 ul
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PCR’da kullanilan érnek sayisina gore hazirlanan reaksiyon karisimi DNase
ve RNase-free PCR tlplerine dagitildi. Uzerine 3 pl template cDNA’lar
eklendi. Negatif kontrol tlplerinde ise distile su kullanildi. Reaksyon her bir
primer cifti icin ayri ayri uygulandi. Tupler 50°C’ye isitilmig thermal cycler'a
konuldu. PCR toplam 35 siklustan olustu. Her siklusdaki sicakliklar ve

sureleri agagidaki gibidir.

95°C 30 sn
55°C 45 sn
72°C 1dk

PCR drunleri gdéz basina 10 pl 6érnek hacminde, %1.5’luk agaroz jelde 120
voltta 45 dk elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez sonuglari 400 ve
500 bp arasindaki bant buyukligine gore degerlendirildi (McClenahan ve
ark., 2008).



36

3. BULGULAR

3.1. M. haemolytica Suslari PCR Bulgulari

PCR calismalarinda Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisinden
saglanan Sigir orijinli M. haemolytica A1 susu ve Ankara Universitesi
Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kaltur koleksiyonunda bulunan
M. haemolytica A1 susunun LktA genleri tespit edildi (Sekil 3.1). Negatif

kontrol olan E. coli susunda da bu gene rastlanamadi.

Sekil 3.1. LktA gen diizeyinde M. haemolytica suslarinin PCR analizi sonucu

1; 100bp’hk DNA marker, 2; M. haemolytica Pendik susu, 3; M. haemolytica Ankara susu, 4;
negatif kontrol (E. coli )
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3.2. Canli M. haemolytica Kiiltirii, LKT ve Kaynatilmig Tium Hicrenin

Tiirbinata Epitel Hiicreleri ve Makrofajlar Uzerindeki Etkisi

Tripan mavisi boya alim testi sonucu yapilan sayimlarda canli M. haemolytica
kiiltirinin 10" sulandirmasi ve kaynatiimis tim hiicrenin sulandiriimamis
suspansiyonu turbinata hicrelerinin %10’nun 6limine neden oldu. LKT ise
turbinata hucreleri 6lumune neden olmadi. Ayrica yapilan sayimlarda canli
M. haemolytica kiiltiriiniin 10™ ve LKT'nin 10 sulandirmasi makrofajlarin
%50’sini  oldurdld. Kaynatiimig tim  hicrenin  ise  sulandiriimamig

suspansiyonu makrofajlar Gzerinde bu etkiyi gosterdi.

3.3. Apoptozis Bulgulari

3.3.1. TUNEL Testi Bulgulari

TUNEL metodunda kullanilan flurescein apoptotik hucrelerin fragmente
olmus DNA’larini yesile boyadi. Propidium iodide ise hem apoptotik hem de
apoptotik olmayan htcreleri kirmiziya boyadi. Degerlendirme hem turbinata
hicreleri hem de makrofajlarda florasan mikroskop altinda standart flurescein
filtre kullanilarak doz ve zaman bagimli olarak yapildi. Pozitif ve negatif
kontrollerdeki saglam ve apoptotik hucreler sayildi (Sekil 3.2), deneysel
inokulasyon sonuglari ile karsilastirildi. Her gézde toplam 600 hlcre sayildi
ve apoptotik hucrelerin sayisi toplam hucre sayisina oranlanarak yuzdesi

hesaplandi.
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Sekil 3.2. TUNEL testinde turbinata hucre kontrolleri A) pozitif kontrol, B) negatif kontrol

3.3.1.1.Canhi M. haemolytica Kultliriniin Turbinata

Hucrelerinde TUNEL Bulgular

Etkiledigi

Canli M. haemolytica kulturinun etkiledigi turbinata hicrelerinde apoptozis
0., 3., 6. ve 18. saatlerde doz badimli olarak degerlendirildi. Turbinata
hicrelerinde zaman ve doz bagimli apoptotik hiicre sayilari ve toplam hicre

sayisina gore yluzdesi gizelge 3.1’de verildi.

Cizelge 3.1 Canli M. haemolytica kulturinin etkiledidi turbinata hlcrelerinde zaman ve doz

bagimli apoptotik hlicre sayilari ve toplam huicre sayisina gore yuzdesi

Canli M.
haemolytica Apoptotik Hiicre Sayisi (%apoptotik hiicre/600 hiicre)
Kulturd
Sulandirmalari 0. saat 3. saat 6. saat 18. saat
10" 1(%0.17) 1(%0.17) 2 (%0.3) 7 (%1.2)
10 0 (%0) 1 (%0.17) 1(%0.17) 4 (%0.7)
107 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%0.3)
10 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%0.3)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Pozitif kontrol 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100)
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3.3.1.2. LKT’nin Etkiledigi Turbinata Hiicrelerinde TUNEL Bulgulari

LKT'nin etkiledigi turbinata hucrelerinde apoptozis 0., 3., 6. ve 18. saatlerde
doz bagimh olarak degerlendirildi. Turbinata hicrelerinde zaman ve doz
bagimh apoptotik hlucre sayilari ve toplam hicre sayisina gore yuzdesi

cizelge 3.2'de verildi.

Cizelge 3.2. LKT'nin etkiledigi turbinata hiicrelerinde zaman ve doz bagimli apoptotik hiicre
sayllari ve toplam hticre sayisina gore ylzdesi

LT Apoptotik Hicre Sayisi (Y%oapoptotik hlicre/600 hlicre)

Sulandirmalari
0. saat 3. saat 6. saat 18. saat

10" 2 (%0.3) 3 (%0.5) 3 (%0.5) 14 (%2.3)

10 1(%0.17) 1(%0.17) 1(%0.17) 5 (%0.8)

107 0 (%0) 1(%0.17) 1(%0.17) 2 (%0.3)

10 0 (%0) 0 (%0) 1(%0.17) 3 (%0.5)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Pozitif kontrol 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100)

3.3.1.3. Kaynatilmig Tim Hucrenin Etkiledigi Turbinata Hucrelerinde
TUNEL Bulgulari

Kaynatilmis tim hdcrenin etkiledigi turbinata hicrelerinde apoptozis 0., 3., 6.
ve 18. saatlerde doz bagiml olarak degerlendirildi. Turbinata hucrelerinde
zaman ve doz bagimli apoptotik hiicre sayilari ve toplam hlcre sayisina gore

yuzdesi gizelge 3.3'de verildi.
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Cizelge 3.3 Kaynatilmis tim hlcrenin etkiledigi turbinata hiicrelerinde zaman ve doz bagimli
apoptotik hucre sayilari ve toplam hiicre sayisina gore yuzdesi

Kaynatiimis
tim hicre Apoptotik Hlicre Sayisi (%eapoptotik hiicre/600 hiicre)
sulandirmalari 0. saat 3. saat 6. saat 18. saat
10" 1(%0.17) 1(%0.17) 0 (%0) 0 (%0)
10 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
10° 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%0.3)
10 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Pozitif kontrol 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100)

3.3.1.4.Canli M. haemolytica Kultlirtiniin Etkiledigi Makrofajlarda TUNEL

Bulgular

Canli M. haemolytica kualturinin etkiledigi makrofajlarda apoptozis 0., 3., 6.

ve 18. saatlerde doz bagimli olarak degerlendirildi. Makrofajlarda zaman ve

doz bagimli apoptotik hucre sayilar ve toplam hicre sayisina gore yuzdesi

cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4. Canli M. haemolytica kultarinun etkiledigi makrofajlarda zaman ve doz bagiml
apoptotik hiicre sayilari ve toplam hiicre sayisina gore yiuzdesi

Canli M.
haemolytica Apoptotik Hiicre Sayisi (%apoptotik hiicre/600 hiicre)
Kulttra
Sulandirmalari 0. saat 3. saat 6. saat 18. saat
10" 4 (%0.6) 92 (%15.3) 97 (%16.1) 93 (%15.5)
107 5 (%0.8) 67(%11.1) 86 (%14.3) 89 (%14.8)
10° 4 (%0.6) 56 (%9.3) 93 (%15.5) 87 (%14.5)
10" 3 (%0.5) 32 (%5.3) 82 (%13.6) 79 (%13.1)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Pozitif kontrol

600 (%100)

600 (%100)

600 (%100)

600 (%100)
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3.3.1.5. LKT’nin Etkiledigi Makrofajlarda TUNEL Bulgulari

LKT'nin etkiledigi makrofajlarda apoptozis 0., 3., 6. ve 18. saatlerde doz
bagimli olarak degerlendirildi. Makrofajlarda zaman ve doz bagimli apoptotik

hicre sayilari ve toplam hicre sayisina gore yuzdesi gizelge 3.5’de verildi.

Cizelge 3.5. LKT'nin etkiledigi makrofajlarda zaman ve doz badimli apoptotik hiicre sayilari

ve toplam hiicre sayisina gore ylzdesi

LKT

Apoptotik Hlicre Sayisi (Y%eapoptotik hticre/600 hucre)
Sulandirmalari

0. saat 3. saat 6. saat 18. saat

10" 2 (%0.3) 148 (%24.6) 141 (%23.3) 146 (%24.3)

10 4 (%0.6) 137 (%22.8) 128 (%21.3) 131 (%21.8)

107 3 (%0.5) 135 (%22.5) | 137 (%22.8) 125 (%14.5)
10" 2 (%0.3) 7(%1.16) 9 (%1.5) 8 (%1.3)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Pozitif kontrol | 600 (%100) | 600 (%100) | 600 (%100) | 600 (%100)

3.3.1.6. Kaynatilmig Tim Hicrenin Etkiledigi Makrofajlarda TUNEL

Bulgular

Kaynatilmis tium hicrenin etkiledigi makrofajlarda apoptozis 0., 3., 6. ve 18.
saatlerde doz bagimh olarak degerlendirildi. Makrofajlarda zaman ve doz
bagimh apoptotik hlucre sayilari ve toplam hicre sayisina gore yuzdesi

cizelge 3.6’da verildi.




42

Cizelge 3.6. Kaynatiimis tim hucrenin etkiledigi makrofajlarda zaman ve doz bagimli
apoptotik huicre sayilari ve toplam hiicre sayisina gore yuzdesi

Kaynatiimis
Tdm Hucre Apoptotik Hiicre Sayisi (%apoptotik hiicre/600 hiicre)
Sulandirmalari 0. saat 3. saat 6. saat 18. saat
10 1(%0.17) 69 (%11.5) 73 (%12.1) 83 (%13.8)
107 4 (%0.6) 44 (%7.3) 47 (%7.8) 56 (%9.3)
107 3 (%0.5) 37 (%6.1) 30 (%5) 29 (%4.8)
10 3 (%0.5) 13 (%2.1) 11 (%1.8) 8 (%1.3)
Negatif kontrol 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Pozitif kontrol | 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100) 600 (%100)

M. haemolytica saf kultur, LKT ve kaynamig tum hicre sulandirmalari ile

uygulanan TUNEL testinde apoptotik hucre gorinumleri Sekil 3.3'de
verilmigtir.
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Sekil 3.3. TUNEL testinde turbinata hiicrelerinde, apoptotik hiicre gérinimleri

apoptotik hiicre

apoptotik hiicre

apoptotik hiicre

a,b; Canli M. haemolytica kultirindn etkiledigi turbinata hucrelerinde 18. saatte apoptotik
hicre 151k ve florasan mikroskop goérintusd, c¢,d; LKT nin etkiledigi tirbinata hiicrelerinde 18.
saatte apoptotik hiicre 1sik ve florasan mikroskop gérintusu, e,f; Kaynatiimis tim hicrenin
etkiledigi turbinata hiicrelerinde 18. saatte apoptotik hiicre 1sik ve florasan mikroskop

goruntusu
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3.3.2. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

TUNEL testi bulgulari dikkate alinarak deneysel infeksiyon zamani 18. saat
olarak secildi ve deneysel olarak infekte edilen hicreler, infeksiyonun 18.
saatte doz bagimli olarak kontrol edildi. Agaroz jel elektroforezi sonucu
olusan DNA merdiveni sonuglarina bakilarak DNA fragmentasyonu
degerlendirildi. Buna gbére canli M. haemolytica’nin kaltiria, LKT ve
kaynatilmis tim hdcre ile yapilan inokulasyon sonrasi 18. saatte DNA ladder
olusumu turbinata hucrelerinde gorulmedi, makrofajlarda ise gozlemlendi
(Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Deneysel infeksiyonun 18. saatinde DNA agaroz jel elektroforezi sonuglari

1, 8; 100bp’lik DNA marker, 2; Kaynatiimis tim hicrenin etkiledigi turbinata hicreleri, 3;
Kaynatiimig tim hdcrenin etkiledigi makrofajlar, 4; Canli M. haemolytica kiltarinun etkiledigi
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makrofajlar, 5; Canh M. haemolytica kultirinin etkiledigi turbinata hdcreleri, 6; LKT nin

etkiledigi makrofajlar 7; LKT'nin etkiledigi turbinata hiicreleri,

3.3.3. Acridine Orange- Ethidium Bromide Boyama Bulgulari

TUNEL testi bulgularina goére 18. saatte secilen hucreler boyanarak
degerlendirme yapildi. Normal hucreler yesil florasan, apoptotik hicreler ise
karakteristik kromatin yogunlagsmalarindan dolayi parlak yesil florasan olarak
gorulduler. Nekrotik hlcreler ise turuncu florasan olarak goruldu. Buna gore
turbinata hicrelerinde ve makrofajlarda doz bagimli apoptotik hiicre sayilari

ve toplam hicre sayisina gore ylzdesi gizelge3.7’de verildi.

Cizelge 3.7. Turbinata hicrelerinde ve makrofajlarda doz bagiml apoptotik hiicre sayilari ve

toplam hicre sayisina goére ylzdesi

Apoptotik Hiicre Sayisi (%apoptotik hiicre/600 hiicre)
inokulum Sulandirma | Turbinata Pozitif Negatif
. Makrofajlar
Hucreleri Kontrol Kontrol
Canli M. 10" 17(%2.8) 139(%23.1)
haemolytica 10” 13(%2.1) 107(%17.8)
o . 600(%100) ,
Kaltari 10 11(%1.8) 96(%16) 3(%0.5)
Sulandirmalari 10™ 4(%0.6) 76(%12.6)
10 22(%3.6) 184(%30.6)
LKT 107 17(%2.8) 168(%28) 800(%100)
Sulandirmalari 10° 9(%1.5) 117(%19.5) ° 4(%0.6)
10" 2(%0.3) 34(%5.6)
K l 10 7(%1.16) 99(%16.5)
aynatiimi
,_y i ¥ 10* 5(%0.8) 75(%12.5)
Tam Hucre - 600(%100)
sulandirmalart 10 5(%0.8) 34(%5.6) 2(%0.3)
10" 1(%0.17) 25(%4.1)

M. haemolytica saf kultur, LKT ve kaynamig tum hicre sulandirmalari ile

turbinata hucrelerine deneysel inokulasyon sonrasi uygulanan acridine
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orange-ethidium bromide boyamada apoptotik ve nekrotik hicre gorunumleri

Sekil 3.5°de verilmigtir.

Sekil 3.5. Acridine orange-ethidium bromide boyamada apoptotik ve nekrotik hicre
goranumleri

Apoptotik hi r_:ra L 4

»
-

Nekrotik hiicre

}

3.4. CD18/CD11a ve TLR-4 Gen Transkripsiyonu i¢in RT-PCR Bulgulari

RT-PCR sonucunda bovine turbinata epitel hlicrelerinde CD18/CD11a ve
TLR—4 hucre ylzey molekillerini kodlayan mRNA tespit edilmedi. Pozitif
hacre kontrolu olarak kullanilan Iokositlerde ise hem CD18/CD11b hem de
TLR—4 400-500 bp buyuklugunde bantlar goruldi. PCR’da negatif kontrolde
de bu bantlara rastlanmadi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. CD18/CD11a ve TLR-4 gen transkripsiyonu icin RT-PCR Bulgulari

1,11; 100bp’hik DNA marker, 2; I6kositlerde CD18, 3; negatif PCR kontroli, 4; turbinata
hicrelerinde CD18, 5; I6kositlerde CD11a, 6; negatif PCR kontrolU, 7; turbinata hiicrelerinde
CD11a, 8; Iokositlerde TLR-4, 9; negatif PCR kontrolQ, 10; turbinata hicrelerinde TLR-4
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4. TARTISMA

Mannheimia haemolytica Ust solunum vyollarinda fakultatif patojen olarak
bulunan bir mikroorganizmadir ve sigir solunum hastaliklarinin en 6nemli
etkenidir. Cogunlukla, sigirda shipping fever pneumoni olarak adlandirilan sigir
pnomonik mannheimiozise (pasteurellozis) neden olan primer ajandir
(Atapattu ve Czuprynski, 2005; Thumbikat ve ark. 2005; Aydin, 2006; Wang
ve ark., 1998). Bu hastalik et ve sit sigiri yetistiriciliinde yaygin olup, dnemli
ekonomik kayiplara neden olur (Sun ve ark., 2000 ;Thumbikat ve ark. 2005).
Nakliye, viral infeksiyonlar, sutten kesme, kalabalikta bulunma gibi stres
yaratan durumlar esnasinda M. haemolytica Ust solunum yollarinda gogalir,
sonrasinda alt solunum yollarinda kolonize olur ve agir fibrinli pléropnémoniye
neden olan gesitli virulens faktoérleri Uretir (Sun ve ark., 2000). Bu virulens
faktorleri; konak savunmasindan kagmaya yarayan ve bakteriyi fagositozdan
koruyan kapsuler polisakkarit, adhezinler, dis membran proteinleri (OMP),
ndéraminidaz, noétrofil kemotaksisini uyaran ve in vitro sigir endotelyal hicreleri
icin toksik olan lipopolisakkarit (endotoksin) ve akciger infeksiyonlarinda énemli

bir faktor olabilen kuvvetli bir I6kotoksin (LKT)'i kapsar.

Gram negatif bakterilerde hlcre duvarinda 6énemli bir komponent olan
LPS (lipopolisakkarit), M. haemolytica’nin dnemli bir virulens faktéridar ve in
vitro ortamlarda klasik endotoksin etkisi gosterir (Diker ve ark., 1995;
Jeyaseelan ve ark., 2002). LPS’nin bu 6zelligi kompleks mekanizmalar ile
solunum sistemi endotelyumu patolojisine katkida bulunmasina ve sigir
endotelyal hucreleri icin sitotoksik olmasini saglar (Jeyaseelan ve ark., 2002;
McClenahan ve ark., 2008; Leite ve ark., 2003; Li ve Clinkenbeard, 1999;
Lafleur ve ark., 2001). McClenahan ve ark. (2008) hem LPS hemde LKT
(I6kotoksin)’nin  sigir mikrovaskiler endotelyal ve alveolar epitelyum
hicrelerinde permeabilite, morfoloji ve apoptozis seviyelerinde etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda LPS’nin endotelyal hicrelerde apoptotik etkileri

sahip oldugunu fakat epitelyum hudcrelerde bu etkinin  gorulmedigini
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bildirmiglerdir. Bu bilgiler dogrulutusunda bu arastirmada LPS icerigi yoninden

kaynatiimis tUm hdcre suspansyonu deneysel inokulum olarak kullanildi.

LKT, logaritmik buyume evreleri sirasinda M. haemolytica tarafindan
sentezlenen ve salgilanan 104-kDa por olusturan RTX toksin ailesinin bir Gyesi
olan kuvvetli kalsiyum bagimh sitolitik bir toksindir (Stevens ve Czuprynski
1996; Thumbikat ve ark. 2005). Bu ailenin Uyeleri buyuk oOlgude degisken etki
mekanizmalarina ve konak spesifitelerine sahiptir (Thumbikat ve ark. 2005).
LKT, sentezi, aktivasyonu ve salgilanmasi icin bakteriyel kromozomda
polisistronik operon bdlgesinde LktC, LktA, LktB ve LktD olmak Uzere 4 gen
tarafindan kodlanir. LktA ise yapisal toksini kodlar (Rice ve ark., 2008;
Jeyaseelan ve ark.,, 2002; Zecchinon ve ark.,, 2005). Farkh hayvan
gruplarindan izole edilen M. haemolytica ve Pasteurella trehalosi izolatlarinda
LKktA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespiti Gzerine yapilan bir
calismada (Fisher ve ark., 1999), 147 M. haemolytica susunun 90’'ninda LktA
geninin bulundugunu ve bu suslarin B-hemolitik aktiviteye sahip olduklarini
gOstermis, lokotoksin varhdi ile B-hemolitik aktivite arasinda paralel bir iligki
bulmuslardir. Sonug olarak, I6kotoksinin M. haemolytica’nin en énemli virulens
faktord oldugu kanisina varilmigtir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak bu galismada,
kullanilan M. haemolytica susunun LktA geni kontrol edilerek, toksin uretiminde
kullanilabilecegi anlasildi ve bir bakimada M. haemolytica kontrolli yapildi.

Uretilen LKT ise bu arastirmada deneysel inokulum olarak kullanildi.

Apoptozis, enerji bagdimli, tek bir hlcrede, nikleer ve sitoplazmik
yogunlasma, azalmis mitokondrial membran potansiyeli, hicre buzulmesi,
sitoplazmik azalma, zeiozis (dinamik plazma membran kabarmasi), DNA
fragmentasyonu ve membranla kapli hicresel parcalanma (apoptotik
parcaciklar) ile karakterize bir programlanmis hicre 6lumu yoludur (Dockrell,
2001; Fink ve Cookson, 2005; Menaker ve Jones, 2003; Oniz, 2004; Perl ve
ark, 2005; Tomatir, 2003). Patojen mikroorganizmalarin birgcogu hem toksik
urtnler Ureterek hem de konak hucreleri infekte ederek oOkaryotik hucrelerin

olimune sebep olmak icin bu yolu kullanirlar. Apoptozis mekanizmasi immun
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cevabi etkilemesiyle ve yanginin sekillenmesi igin oldukgca énemlidir (Fink ve
ark., 2005). Bu sebepten dolayl bu calismada M. haemolytica kdkenli sigir
mannheimiozisinin patogenezisinde epitel hlcre apoptozisinin bir rolinun olup

olmadigi belirlendi.

Apoptozisin  belirlenmesinde gunumuze kadar bircok yodntem
bildirilmigtir. Bu yontemler apoptozisi, cesitli karakteristik 6zelliklerine gore
olgcmektedir (Lacoeur, 2002; Mpoke ve Wolfe, 1997). Bu calismada epitel
hicre apoptozisinin incelenmesi icin apoptozisin karakteristik DNA
fragmentasyonunu o6lcen TUNEL ve DNA agaroz jel elektroforezi yontemleri,
bunun yani sira hucrelerde meydana gelen kromatin yogunlagmasini Olgen
acridine orange-ethidium bromide boyama yontemi kullanildi. Calismada, test
ornekleri ve kontrollerle yapilan incelemeler apoptozisi belirlemesi igin
kullanilan teknikler arasinda farkhlik oldugu belirlenmis ve ¢alismada kullanilan
TUNEL yontemi uygulanan epitel hucreler ve makrofajlardan elde edilen
bulgular TUNEL yodnteminin spesifik bir yontem oldugunu goéstermistir. DNA
fargmentasyonuna spesifik olan TUNEL yontemi apoptozisin erken yada ge¢
evresinde DNA da gergeklesen kiriklari tanir ve boylece tek bir hucrede bile
olsa meydana gelen apoptotik degisimi Olgebilir (Lacoeur, 2002). Calisma
bulgularida bu kaniyr dogrular nitelikte olmustur. Turbinata hdcre kultirinde

600 hucre arasindaki 1 apoptotik hiicre bile bu yontemle belirlenebilmigtir.

Bu calismada kullanilan diger bir yontem olan DNA agaroz jel
elektroforezide DNA fragmentasyonunu dlgmek igin kullaniimaktadir. Fakat bu
yontem hicre kdltirinde meydana gelen apoptozisin miktarina bagh
oldugundan tek hiicre bazinda apoptozisi dlgemez. Stevens ve Czuprynski
(1996), calismalarinda, kromatin yogunlasmasina spesifik Hoescht 33342
boyama ile incelenmig l|0okositlerin bu o6zelligi gosterdigi bulunmustur. DNA
fragmentasyonu ise DNA agaroz jel elektroforezi ile incelenmis fakat bu
yontem igin tipik olan DNA merdiveni goruntisuni goézlemleyememislerdir.
Fakat Sun ve ark. (1999), calismalarinda DNA fragmentasyonun oél¢tlmesinde

hassas olan Difenilamin kolorimetrik testini ve DNA agoroz jel elektroforezini
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kullamiglar ve her iki testte de DNA fragmentasyonunu gdézlemlemiglerdir. Bu
calismada ise TUNEL testi bulgulari ile DNA elektroforez bulgulari birbirini
destekler nitelikte olmustur. Bu durumun makrofajlardaki apoptotik hucre

miktarinin fazla olusundan kaynaklandigi dusunulmektedir.

Apoptozisin karakteristik kromatin yogunlagsmasina dayanan diger bir
yontem de bu galigmada kullanilan acridine orange-ethidium bromide boyama
yontemidir (Lecoeur, 2002). Yontem apoptotik hicreleri morfolojik olarak
Olgmesi yonunden apoptozise duyarli gérinmektedir. Fakat bu ¢alismada test
ornekleri ve kontrollerle yapilan incelemelerde TUNEL yontemi ve acridine
orange-ethidium bromide boyama bulgulari arasinda farklilik oldugunu
goOstermigtir. Kontrol hicreleri olan makrofajlarla yapilan incelemelerde TUNEL
testinde sayilan apoptotik hlcre miktari acridine orange-ethidium bromide
boyama ile sayilan apoptotik hiicre miktarindan fazladir. Bu durum ise
yontemin TUNEL testi kadar duyarli olmadigini digundurmastir. Ayrica bu
yontemin TUNEL testinden daha kolay uygulanabilir olmasi bir avantajdir.
Fakat bu yontem degerlendirilken apoptotik hlcrelerin normal htcrelerden
ayrilmasinda florasans parlama g6z 6nune alindigindan, duyarlihdi konusunda
supheye dusulmustur. Sonug¢ olarak bu calismada TUNEL testinin diger

yontemler arasinda en duyarli testlerden biri oldugu dogrulandi.

Diger RTX toksinler gibi LKT'nin de yuksek konsantrasyonlarda hedef
hicrelerin plazma membranlarinda transmembran porlarinin olusumuna etki
ederek onkozis olarak adlandirilan kolloid-osmotik hicre lizisine ve buna ek
olarak, bazi RTX toksinleri gibi diuslk konsantrasyonlarda hedef hicrelerde
apoptozise neden olur (Sun ve ark., 1999). M. haemolytica LKT'nin ylksek
konsantrasyon etkilerinin aksine, dusuk konsantrasyonlari sigir I0kositlerinde
cesitli etkilere sebep olur. Bu etkiler oksidatif patlama, alveolar makrofajlar ve
noétrofillerin degranidlasyonu, lenfositlerin fonksiyonel zayiflamasi, yangisal
sitokin gen ekspresyonu, sitokin salgilanmasi ve apoptozisin hedef hiicrelerde
aclk morfolojik, biyokimyasal ve molekller degisimlerini kapsar ve

mannheimiozisin patogenezinde olduk¢a dnemlidir (Thumbikat ve ark. 2005).
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GuUnUmuze kadar yapilan ¢alismalarin gcogu LKT’nin hedef hicrelerdeki
apoptotik etkilerine iligkin olarak yapiimigtir. Birgok arastirici LKT nin notrofil,
I0kosit, lenfosit ve makrofaj faaliyetlerini bozma mekanizmasi Uzerinde
durmusglar ve LKT’nin sigir nétrofil, 16kosit, lenfosit ve makrofajlarinda birgok
etkiyi uyardigini saptamiglardir. Bu etkiler ozellikle onkozis ve apoptozisi
kapsamatadir. Mevcut ¢alismalarda hedef hucrelerde DNA fragmentasyonu ile
karakterize apoptozisin genellikle konsantrasyon ve zaman bagiml uyarildigi
sonucu ¢lkariimistir (Atapattu ve Czuprynski, 2005; Cudd ve ark., 2001;
Stevens ve Czuprynski, 1996). Bu calismada, sadece LKT degil canli M.
haemolytica kulturinun epitel hucrelerde apoptotik etkileri gdzlemlenmis ve
ayrica karsilastirma amaciyla LKT ve LPS iceren kaynatimig tum hucre

arastirmada kullaniimistir.

Bu calismada, TUNEL, DNA agaroz jel elekroforezi ve acridine orange-
ethidium bromide boyama ydntemleri bulgularina goére canli M. haemolytica
kaltart, LKT ve kaynatilmis tim htcre turbinata epitel hicrelerinde apoptozisi
uyarmamistir. Buna karsin kontrol olarak kullanilan makrofajlarda ise degisik
oranlarda apoptozis gorulmustar. McClenahan ve ark. (2008) yaptig
calismada, LKT ve LPS ile muamele edilen epitel hucrelerde apoptozisle
uyumlu belirtilere rastlanamamistir. Bu bakimdan bulgular paralellik
gOstermektedir. Bu galismada, 18. saatte LKT ile muamele edilen turbinata
epitel hicrelerinde az miktarda apoptotik hicreye rastlanmasinin ise ya
tamamen saf olmayan primer hicre kalturt kullanilmasindan ya da 18. saatte

hicre kultirinde normalde sekillenen apoptozisden kaynaklandigi disunaldu.

Makrofajlarda apoptozis bulgulari degerlendirldiginde ise bu ¢alismada
canli M. haemolytica kdlturu ile yapilan deneysel inokulasyon sonrasinda 0.
saatte hucre kultirinde apoptotik hicre miktari ¢ok dustktlir. Bu durumun
can M. haemolytica  kaltirinin  makrofojlara  apoptotik  uyarim
yapmamasindan ve az miktarda gorulen apoptotik hucrelerin ise hucre

kaltirinde normal sartlarda sekillenen apoptozisten kaynaklanmasi ile
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aciklandi. Bu duruma hem LKT ve hemde kaynatilmis tUm hacre ile deneysel
olarak inokulasyon yapilmis makrofajlarda da rastlandi. Makrofajlarda 3. saatte
canli M. haemolytica kulturt ile yapilan deneysel inokulasyon sonrasinda
apoptotik hucre miktarinda ciddi bir artis gézlemlendi ve bu artigin Uremeden
kaynaklanan bakteri artigi, ayrica toksin Uretimi ile ilskili oldugu dusuldu.
Apoptotik hlcre sayisindaki bu farkin sulandirmalar arasindada belirdigi
goéruldi. Bu da gunimuize kadar yapilan cgesitli calismalarla benzerlik
gostermektedir (Sun ve ark., 1999; Sun ve ark., 2000; Stevens ve Czuprynski,
1996; Thumbikat ve ark., 2005). Buna ragmen 6. ve 18. saatlerde apoptotik
hicre miktarlarinda 3. saate goére fazla bir artis gértilmemedi. Ayrica 6. ve 18.
saatte sulandirmalar arasinda apoptotik hicre sayisinda fazla bir farklilikda
olmadi. Bu durumun Ureme ile logaritmik fazi geride birakan bakteri
populasyonunun esitlenmesinden kaynaklandigi dusunuldd. Sonug olarak bu
durumlar canli M. haemolytica kilttrinin makrofojlardaki apoptotik uyariminin

belirli oranlarda zaman ve doz bagimli oldugunu gostermigtir.

Sun ve ark. (1999), Mannheimia haemolytica |6kotoksininin sigir
|6kositlerinde indukledigi apoptozisin DNA fragmentasyonu ydéninden
inceledikleri calismalarinda, lokotoksinin dusuk konsantrasyonlarinin sigir
|6kositlerinde konsantrasyon ve zaman badimli olarak apoptozisi uyardigini
ve ayrica apoptozisin miktarinin en ylksek goruldiglu zamanin deneysel
inokulasyonun 3. saati oldugunu bildirmiglerdir. Sun ve ark. (2000),
Mannheimia haemolytica I6kotoksinine maruz kalan lenfositlerde apoptozisin
ultra yapisal karakterizasyonunu inceledikleri diger ¢alismalarinda ise dusuk
I6kotoksin  konsantrasyonlarinda  lenfositlerin =~ %80’'nin  de  DNA
faragmentasyonunun goéruldigini ve ayrica nukleer membran sismesi,
sitoplazmik vakuolasyon, kromatin yogunlagmasi ve mebranana bagl
apoptotik cisimciklerin goéraldugunt saptamiglardir. Ayni ¢alismada bu
bulgularin goérulebilmesi i¢in 3 saatin yeterli olacagini ve LKT’nin ¢ok dusuk
konsantrasyonlarinin  da  apoptotik  hicre  olumunu  uyarmadigini
aciklamiglardir. Bu c¢alismada LKT ile yapilan deneysel inokulasyon

sonrasinda makrofajlarda apoptotik hucre sayisinin en yuksek oldugu zaman
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deneysel inokulasyonun 3. saati olarak bulundu, 6. ve 18. saatlerde ise
apoptotik hicre sayilarinda fazla bir degisiklik gorilmedi. Ayrica bu
calismada LKT'nin ¢ok dusuk konsantrasyonda makrofajlarda apoptozisi
uyarmadigr goruldu. Bu bulgular da diger caligmalarla paralellik gosterdi.
Cudd ve ark. (2001), sigir noétrofillerinin apoptozisi ve onkozisi Uzerinde
Mannheimia haemolytica Iokotoksininin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda,
Mannheimia haemolytica l6kotoksininin etkilerinin doz ve zaman bagimli
oldugunu, LKT’nin dusuk konsantrasyonunun noétrofil apoptozisine, daha
yuksek konsantarsyonlarinin ise noétrofil onkozisine sebep oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise 10 ' LKT sulandirmasinda makrofajlarda
apoptotik hicre sayisi en yuksektir. Bu agidan Cudd ve ark. (2001)'nin
calismalarindan bu arastirma ayriliyor gibi gérinmektedir. Fakat bu durumun,
arastirmada kullanilan toksin stogunun toksin igeriginin az miktarda

olmasindan kaynaklabilece@i dusunulmustur.

McClenahan ve ark. (2008) hem LPS hemde LKT (lokotoksin)'nin sigir
mikrovaskuler endotel ve alveolar epitel hiucrelerinde permeabilite, morfoloji
ve apoptozis seviyelerinde etkilerini inceledikleri calismalarinda LPS’nin
endotelyal hicrelerde apoptotik etkileri sahip oldugunu fakat epitel hicrelerde
bu etkinin goértulmedigini bildirmislerdir. Arastiricilar, sigir pulmoner epitel
(BPE) ve sigir akciger mikrovaskuler endotel hicreleri hedef hicre olarak
kullanmiglar ve calismada LPS’ye maruz kalan endotel hiicrelerinde yangisal
sitokinlerin artmasi, apoptozis ve hucre tabakalarinda fazla miktarda azalma
oldugunu goézlemiglerdir. Buna karsin LPS’ye maruz kalan epitel hicrerinde
yangisal sitokinlerin arttigi fakat apoptozis ve anlamli morfolojik degisimlerin
meydana gelmedigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada ise kaynatiimig tum hucre
ile yapilan deneysel inokulasyon sonrasinda makrofajlarda apoptotik hicre
sayisinin 18. saatte en yuksek degerde oldugu bulundu ve sulandirmalara
gbre apoptotik hicre sayillarinda degisiklik goruldli. Turbinata epitel
hicrelerinde McClenahan ve ark. (2008)'nin yaptidi ¢galisma ile paralel olarak
apoptozis goérulmedi ve arastiricilarin  bulgularindan farkli olarak bu

calismada kaynatiimis tUm hidcreye maruz kalan hem turbinata epitel
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hicreleri ve hemde makrofajlarda hlicre tabakalarinda belirgin bir degisiklige

rastlanmadi.

Bu c¢alismada, turbinata epitel hudcrelerinde, canli M. haemolytica
kaltart, LKT ve kaynatimis tim hicre ile yapilan deneysel inokulasyon
sonrasinda apoptotik uyarimin goértlmemesinin sebebinin ansilmasi agisindan
LKT spesifik reseptorler CD18 ve CD11a, LPS spesifik reseptor TLR-4 reverse
transkriptaz-plimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile incelendi. Yapilan
incelemelerde turbinata hicrelerinde bu reseptorlerin higbirine rastlanamamasi
ve bu sebeple M. haemolytica’nin en énemli virulens faktérleri olan LKT ve
LPS’nin bu hucrelere etkisini gosterememesi, neden bu hucrelerde apoptozisin
gorulmediginede aciklik getirmigtir.  McClenahan ve ark. (2008)'nin
calismalarinda da epitel hucrelerinde bu reseptorler bulunamamis buna karsin
|Okositlerde bu reseptorlerin varhigi bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada yapilan
incelemeler sonucundu |0kositlerde bu molekullerin varhdr bulunmus ve
makrofajlardaki apoptotik etkinin sebebinin bu reseptoérlerin bulunusu ile iligkili

oldugu gorulmustar.
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5. SONUG VE ONERILER

M. haemolytica’nin sigir epitel hucreleri Gzerindekii apoptotik etkisinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢calismada asagida belirtilen sonuclara

varildi.

Apoptozisi belirlemede c¢alismada, kullanilan yodntemler arasinda
farkhlik bulundugu, TUNEL y6nteminin apoptotik hicreleri belirlemede gegerli

ve guvenilir bir yontem oldugu kullanilan kontroller ile anlasildi.

Canhi M. haemolytica kultird ve LKT’nin alveolar makrofajlar
Uzerinde ciddi oranda apoptotik etki gosterdigi, fakat kaynatiimis tim
hicrenin apoptotik uyariminin LKT ve canli M. haemolytica kultlrine oranla
daha dusuk oldugu belirlendi. Pndmonik mannheimiozisin patogenezinde,
alveolar makrofaj apoptozisinin roli ve apoptozisin zaman ve doz bagiml
oldugu bir kez daha desteklendi. Ayrica c¢alismada LKT'nin ¢ok dusuk
konsantrasyonlarininda makrofajlar tUzerinde apoptotik uyarim yapmadigi ve
bu etkinin gorulebilmesi i¢in bir esik degeri oldugu anlasildi. Bununla birlikte,
M. haemolytica ile yapilan ve farkli hucrelerin kullanildigi ¢alismalarda
alveolar makrofajlar pozitif kontrol hicresi olarak kullaniima potansiyeline

sahip oldugu da dugunuldu.

Canli M. haemolytica kultira, LKT ve kaynatimis tium hdcrenin
turbinata epitel hilcrelerinde apoptotik ve sitotoksik etkisinin olmadigi
anlasildi. Bunun sebebinin ise bu hlcrelerde LKT spesifik CD18/CD11a ve
LPS spesifik TLR-4 reseptorlerinin bulunmamasi sonucu canli M.
haemolytica kultird, LKT ve LPS’nin bu hucrelere etki edememis olmasindan
kaynaklandigi dusunuldd. Ayrica test bulgularinda goértlen sapmalarin ise
kullanilan primer  hucre  kdltarinun miks  yapida  olmasinda
kaynaklanabilecegi dusunuldi ve daha sonra yapilicak olan ¢alismalarda

kullanilan hdcre kalturanan saf olmasi gerekliligi anlasildi.
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Tum bu bulgular pndmonik mannheimiozisin patogenezinde, epitel

hlcre apoptozisinin rolu olmadigini gosterdi.
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OZET

Mannheimia haemolytica’nin Sigir Epitel Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik
Etkisi

Bu caligmada, Mannheimia haemolytica’nin sigir epitel hucreleri Gzerindeki
apoptotik etkisinin belirlenmesi ve sigir mannheimiozisinin patogenezinde
epitel hicre apoptozisinin bir roll olup olmadiginin arastiriimasi amaclandi.
Bunun icin apoptotik DNA fargmentasyonunun belirlenmesi amaciyla TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase nick end labeling) testi, DNA agaroz
jel elektroforezi ve Acridine orange-Ethidium Bromide boyama ydntemleri
kullanildi.

Calismada, sigir nazal turbinata epitel hiucreleri ve alveolar makrofajlar
canli M. haemolytica kultarti, M. haemolytica’nin I6kotoksini (LKT) ve M.
haemolytica'nin kaynatilmig tum hucre sulandirmalari ile 0, 3, 6, ve 18 saat
olmak Uzere zaman ve doz bagimh sekilde muamele edilerek incelendi.
TUNEL testi tum zaman ve sulandirmalarda, DNA agaroz jel elektroforezi ve
Acridine orange-Ethidium bromide boyama ise 18. saatte tUim
sulandirmalarda degerlendirildi.

Degerlendirmeye gore TUNEL testinde canli M. haemolytica kulturu
LKT ve kaynatilmig tUm hudcre tim sulandiriimalarda ve tum zamanlarda
turbinata hlcrelerinde apoptozisi uyarmadi. DNA agaroz jel elektroforezinde
turbinata hucrelerinde DNA merdiveni gozlenmedi ve Acridine orange-
Ethidium bromide boyamada da 18. saatte apoptotik hicrelere rastlanmadi.
Makrofajlarda ise TUNEL testinde 0. saat disinda tim zaman ve tim
sulandirmalarda apoptotik degisimlere rastlandi. Bu bulgular, DNA agaroz jel
elektroforezi ve Acridine orange-Ethidium bromide boyama ile desteklendi.

Sunulan ¢alismada, canli M. haemolytica kultird, LKT ve kaynatiimig
tum hdcrenin sigir epitel hdcrelerinde apoptozisi indikleme potansiyeline
sahip olmadigdi fakat makrofajlarda apoptozisi indtikledigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Mannheimia haemolytica, Apoptozis, Sigir, Epitel
hlcresi
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SUMMARY
Apoptotic Effect of Mannheimia haemolytica on Bovine Epithelial Cells

In this study, it is aimed that whether Mannheimia haemolytica has an
apoptotic effect or not on bovine epithelial cells and whether epithelial cells
apoptosis have a role or not in patogenesis of bovine mannheimiosis. To
detect bacteria-induced apoptosis, TUNEL (TdT-mediated dUTP-X nick end
labeling), DNA gel electrophoresis and acridine orange-ethidium bromide
staining methods were used.

Cultured bovine nasal turbinate cells and alveolar macrophages
were treated with serial dilutions of live M. haemolytica, M. haemolytica
leukotoxin (LKT) and boiled M. haemolytica in a time-dependent manner
between zero and 18th hours. TUNEL method was applied to all dilutions at
all time intervals, DNA gel electrophoresis and acridine orange-ethidium
bromide staining to all dilutions at 18th hour.

In TUNEL method, live M. haemolytica, LKT and boiled whole cells
of M. haemolytica were not found to induce apoptosis in bovine turbinate
cells. While TUNEL method revealed the apoptosis in conditions indicated
above, apoptosis could not be detected with DNA gel electrophoresis and
acridine orange-ethidium bromide staining method. Macrophages treated
with live M.haemolytica had apoptotic changes at all time intervals except of
zero time. This findings were supported by DNA gel electrophoresis and
acridine orange-ethidium bromide staining method.

It was suggested that live cells of M. haemolytica, LKT and boiled
whole cells of M. haemolytica have not the potential to induce varying
degrees of apoptosis in bovine epithelial cells, but they have such an effect
on macrophages.

Key Words: Mannheimia haemolytica, Apoptosis, Cattle, Epithelial cell
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