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OZET

Bu c¢alismada PPD pozitif olarak zorunlu kesilen sigirlardan makro olarak
tiiberkiiloz lezyonu saptanan organlarin histopatolojik ve immunohistokimyasal
olarak OPN ve SIRT reaksiyonu agisindan immunohistokimyasal incelemeleri
yapilmistir. Makro olarak lezyonlara en fazla akciger ve mediastinal lenf
diiglimlerinde rastlanmig, ardindan karaciger dalak ve kalpte lokalizasyon
saptanmistir. Lezyonlarda etken varligi Ziehl-Neelsen metodu ile saptanmustir.
Immunohistokimyasal incelemede normal dokularda hi¢ OPN veya SIRT aktivitesi
saptanmazken, tiiberkiiloz lezyonlarinda belirgin sekilde artis saptanmigtir. Her iki
markir i¢in en fazla pozitiflik gosteren hiicreler Langhans tipi dev hiicreler ile
yangisal hiicrelerdi. Bu ¢alismanin sonuglart OPN ve SIRT aktivitesinin tiiberkiiliin

patojenezinde dnemli oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, PPD positive with compulsatory slaughtered cattle’s
macropscopically tuberculosis lesioned organs were examined by histopathological
and immunohistochemical methods for OPN and SIRT expressions. The
macroscopical lesions were commonly localised on lungs and mediastinal lymph
nodes, than liver, spleen and heart affected respectively. Agents were detected in the
lesions by Ziehl-Neelsen method. At the immunohistochemical examination, no OPN
and SIRT expressions were observed in normal tissues while marked increase in
expression of these markers in tuberculouse lesions. The most marked
immunopositive cells were Langhans giant cells and inflammatory cells. This study

results indicated that OPN and SIRT has a role in tubercule pathogenesis.

Key words: Bovine tuberculosis, Immunohistochemistry, Osteopontin, Pathology,

Sirtuin



1. GIRIS

Tiberkiiloz hayvanlar ve insanlar i¢in bilinen en eski hastaliklardandir. Gerek
hayvan sagligin1 gerekse insan sagligini olumsuz yonde etkileyen basta akciger
olmak iizere degisik organ ve dokularda kaze6z nekroz ve kireglenmeyle karakterize
tiiberkiillerin olusumuyla taninan bakteriyel bir hastaliktir. Kronik ve bulasici
Ozellige sahiptir. Diinyanin hemen hemen her yerinde evcil ve yabani hayvanlar
arasinda goriiliir. Hayvanlardan insanlara gecebilen 6nemli zoonoz bir hastaliktir
(24).

Osteopontin, kollajen olmayan, ekstraselliiler matrikste bulunan, kemik, kalsifiye
olmus kikirdak ve dis gibi dokulara 6zgii hiicrelerden salgilanan bir sialoproteindir.
Osteopontin patolojik olarak mineralize olmug dokuda ve generalize nekrotik hasar
almig yumusak dokudaki lezyon bolgesinde makrofajlarca tiretilir (44).

Osteopontin baslica kemikte gézlemlenmesine ve osteoblast ile osteoklastlar
tarafindan sentezlenmesine karsin makrofaj, endoteliyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
aktif T lenfositler, dogal oldiiriicii hiicreler, epitel ve tiimor hiicreleri tarafindan da
salgilanir (43).

Baslangigta mayada kesfedilen sirtuinlerin, protein deasetilaz ve adenozin
difosfat (ADP)- ribozil transferaz faaliyeti igerisindeki protein ailelerinden oldugu
anlagilmustir (9). ilk sirtuin geni Klar ve ark. tarafindan Saccharomyces cerevisiae
mayasinda bulunmustur (35). Sirtuin ailesi genleri bakteriler, solucanlar, sinekler ve
memelilerde gdzlemlenmistir (46).

Bu c¢aligmada tliberkiilozlu sigirlardan aliman dokularin histopatolojik
yontemlerle  incelenmesi  ile  osteopontin  ve  sirtuin  aktivitelerinin
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi ve hastaligin patogenezi hakkinda

bilgiler elde edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sigir Tiiberkiilozu Etkeninin Etiyolojisi

Mycobacterium’lar  Prokaryotes aleminde, Fimircutes divizyonunda,
Actinomycetales takiminda, Mycobacteriaceae familyasinda ve Mycobacteria
cinsinde siniflandirilmistir (8).

Mycobacterim  tuberculosis (M. tuberculosis) kompleks (MTBC)
bakteriyolojik ozellikleri ve DNA benzerliklerine gore birbirleriyle yakin iliskili
Mycobacterium tiirlerinin bir grubuna verilen isimdir (28).

Bu kompleks M.tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. bovis
BCG (7), M. canetti (74) ve M.caprae (3)’1 igerir. Bunlarin tiimii insan ve diger
memelileri etkileyen kronik graniilomatdz bir hastalik olan tiiberkiiloz’a (TB) sebep
olur.

Sigir TB’u etkeni olan M. bovis aside direngli, acrobik, sporsuz, hareketsiz ve

kapsiilsiiz bir bakteridir (27).

2.2. Sigir Tiiberkiilozunun Epidemiyolojisi

M. bovis’in konakg¢i sayist oldukga fazla olup bunlar arasinda sigir, deve,
koyun, keg¢i, kedi, kopek, lama, fil, gergedan, domuz, bizon, bufalo, geyik, tilki,
porsuk, insan olmayan primatlar ve insanlar bulunmaktadir. Ancak etken genellikle
sigir, geyik, domuz ve insanlarda hastalik olusturmaktadir (14).

M. bovis’in bulasma sekli genellikle solunum ve sindirim yoluyla olmakla
birlikte, nadiren de olsa deri, konjenital ve genital yollarla da bulagsma olabilmektedir
(27). Enfeksiyonun olusumunda konak¢inin yasi, davranisi, ¢evre, iklim ve ¢iflik
uygulamalarinin rolii vardir. M. bovis’in en 6nemli bulasma yolu aerosoldiir (62).
Kalabalik ve havalandirmasi bozuk ahirlarda bulunan enfekte hayvanlar oksiiriik ve
tiksirik yolu ile hastaligin yayilmasina yol agarlar. Aerosol yolla olan bulasmalarda,
damlacik veya etken tasiyan toz partikiillerinin solunum yoluyla alinmasiyla alt ve
iist solunum yollarinda enfeksiyona neden oldugu belirtilmistir (5,14). Enfekte siitiin
emilmesi, kontamine mera veya sudan direkt olarak M. bovis’ in alinmasiyla sindirim

yolu ile de bulasma olmaktadir (45). Etkenin hastalik yapabilmesi i¢in sindirim



yoluyla alinan tiiberkiiloz etkenlerinin sayisinin solunum yoluyla alinan tiiberkiiloz
etkenlerinin sayisindan fazla olmasi gerektigi bildirilmektedir (14).

Eger lireme organlar1 enfekte olursa genital bulasma meydana gelebilir, fakat
bu tiir bulagsma nadirdir (49).

Deri yolu ile bulagsmada oldukga seyrek gozlenir. Siit, idrar ve digki ile M.
bovis’in sagilmasi, gelismis lilkelerde sigir TB’unun nispeten 6nemsiz bir bulagma
sekli olarak kabul edilir. Bununla birlikte, M. bovis’ in nazal mukustan izole edildigi
bildirilmistir (13,50).

Konjenital tiiberkiiloziste enfeksiyon umbilikal vena ile fotusa geger.
Buzagilarin konjenital enfeksiyonunda primer kompleks karaciger ve portal lenf
diigtimlerindedir, ancak baska yerde kompleks tam olmayabilir ve lezyonlar sadece
lenf diiglimlerinde bulunur. Boylece tam olmayan primer kompleks sekillenir. Bir
fotusta veya birkag giinlilk buzagida portal lenf diigiimiinde rastlanan tiiberkiiloz
lezyonu konjenital enfeksiyona yorumlanabilir (27).

M. bovis insanlara sindirim, aerosol inhalasyon veya miikoz membranlar ve
deri siyriklarindan direkt temas ile bulasabilir (4,21). insanlara asil bulagsma seklinin
aerosol inhalasyon ve pastdrize edilmemis siit trlinlerinin tiiketimiyle olduguna
inanilir (73).

Tiirkiye’de sigir tiiberkiilozu ile ilgili ¢alismalar 1900°li yillarin basinda
baglamistir. Ancak hastaligin insidensi hakkinda saglikli bir veri bulunmamaktadir
(34,54,72). Kayseri bolgesinde sigir tiiberkiilozunun prevalanst %1.49 olarak
saptanmis ve BACTEC radyometrik metodun, M. bovis’ 1 saptamada hizli ve duyarh
bir tan1 yontemi oldugu bildirilmistir (23). Van bolgesindeki hayvanlardan alinan
burun akintis1 ve siit 6rneklerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile
incelenmesi sonucu, burun akintis1 6rneklerinin 3 tanesinde, siit 6rneklerinin ise 1
tanesinde pozitiflik bulunmustur (72). Diinya hayvan sagligi orgiitii (OIE) verilerine
gore Tirkiye TB hastaliginin goriildiigi tilkeler arasinda yer almaktadir (2,57).



2.3. Sigir Tiiberkiilozunun Patogenezi

Duyarli konak¢inin viicuduna giren virulent etkenler girdikleri dokuda
yerleserek yabanci bir cisim gibi etki yapar ve iiremeye baslar. Burada etkeni ilk
olarak polimorf 1okositler karsilar ve onlar1 fagosite eder ve sonugta bolgede degisik
oranda bir 16kosit infiltrasyonu sekillenir. Bu hiicreler tiiberkiiloz etkenlerini tam
olarak yok edemez, hatta etkenlerden salgilanan bazi maddelere bagli olarak bu
l6kositler 6lmeye baglar ve etkenler tekrar serbest hale gelir. Bu siire ortalama 24-48
saattir. Bu arada bolgeye kan ile monositik makrofajlar ve histiyositik hiicreler gelir,
bunlar etkenleri fagosite eder, mikroorganizmalardan a¢iga c¢ikan lipoid vb.
maddelere bagli olarak makrofajlar sekil degistirir ve epiteloid tipte makrofajlari
olusturur, bunlarda kendi aralarinda birleserek Langhans tipi dev hiicreleri meydana
getirirler. Bu lezyon tiiberkiilozun viicutta olusturdugu ilk lezyondur ve ¢ogunlukla
gozle goriilecek kadar biiyiik olmaz. Bu lezyonlar ortalama 10 giin i¢inde olusur. Bu
ilk lezyonun ¢evresinde zamanla ikinci, tigiincii lezyonlar gelisir ve lezyonlarin orta
kisimlar1 zamanla kazeifikasyon nekrozuna ugrar ve kireclenir. Bu ilk lezyondaki
etkenler, serbest veya makrofajlar i¢cinde, lenf damarlar1 vasitasiyla bolgesel lenf
diigiimlerine oradanda genel kan dolasimina karisarak, yayilir, yani generalize olur.
Hayvanlarda etkenler, ¢ogunlukla akciger, meme, uterus, pleura gibi organlara
giderler ve oralarda da mikroplari retikuloendotelial sistem (RES) hiicreleri karsilar
ve benzer tip lezyonlar olusturur. Tiiberkiiloz etkenin girdigi organda olusturdugu ilk
lezyona primer effekt adi verilir. Etkenler ayni organin lenf diigiimlerinde de lezyon
olusturabilirler bu durumda da iki lezyona birden primer kompleks adi verilir. Her
olguda etkenin ilk girdigi organda primer effekt sekillenirken her zaman primer
kompleks durumu olusmayabilir. Konak¢min viicut direncinin yiiksek oldugu
durumlarda, organdaki primer effekt kapsiillenebilir veya fazla gelismez. Ancak
yayilim sekillenmese bile lezyonda, mutlaka canli etkenler bulunur. Bu lezyonlar
rontgenlerde goriilmez sadece tiiberkiilin testi ile pozitiflik saglanir. Bu tiir vakalarda
hayvan yasamina sorunsuz devam ederken, yasam konforunda meydana gelen
degisim durumlarinda, asir1 strese bagli olarak lezyonlardaki etkenler tekrar aktif

olurlar ve kan ile yayilirlar. Buna reenfeksiyon denilmektedir (24).



2.4. Sigir Tiiberkiilozunun Histopatolojisi

Etkenle karsilasmadan sonraki 10 giin ya da daha uzun siirede asir1 duyarlilik
sekillendiginde lezyon bolgesinde bir¢ok basil bulunur ve olaylarin hizi artmaya
baslar. Duyarli kilinmis T Ienfositlerinden salinan sitokinler c¢ogunlukla kan
monositlerinden gelisen makrofajlarin  olgunlasmasimna, proliferasyonuna ve
aktivasyonuna neden olur. Makrofajlar enfekte odaklarda epitel hiicre dizilerine
benzerliklerinden dolay1 epiteloid hiicreler olarak nitelendirilen karakteristik bir
goriiniim alir. Epitelioid hiicreler bliyiik vezikiiler ¢ekirdekli, belirsiz sinirli, biiyiik
soluk sitoplazmali hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda sindirilmis basiller bulunur ve
hiicredeki yapisal degisiklikler artmis bakterisidal aktiviteyi gosterir. Epitelioid
hiicrelerle beraber degisen sayida Langhans tipi dev hiicreleri goriiliir. Lnaghans tipi
dev hiicreler degisik sayida eksantrik ¢ekirdekli biiylik hiicreler olup makrofajlarin
kaynasmastyla sekillenmislerdir (26).

Yeni olusmus tiiberkiillerin merkezinde epitelioid ve dev hiicre olusumlarinin
karisimi dikkati ¢eker. Cevrelerinde dar bir serit tarzinda lenfosit, plazma hiicreleri
ve yikimlanmamis monositler bulunur. Lezyon ilerledik¢e periferinde fibroblastlarin
sekillendigi tiiberkiiliin orta kismi nekroza ugrar. Bu iki 6zellik biitlin tliberkiiloz
enfeksiyonlarda bulunmaz. Hem tiir hem de bireysel farkliliklar go6zlenebilir.
Ozellikle tiiberkiilozise kars1 direng gosteren hayvanlarda kapsiillenmis fibroplazi
dikkati ¢ceker ve bu hayvanlarda fibroblastik tireme biitiin lezyonu tutar (26).

Santral nekrozun gelisimi tiiberkiile belirgin bir histolojik 6zellik kazandirir.
Nekroz hiicresel asiriduyarliligin bir triintidiir ve kaze6z karakterdedir. Nekrotik
materyal ¢ogunlukla sarimtirak peynirimsi bir kitle seklinde kivamli hale gelir ve
likefiye yada kalsifiye olabilir. Kalsifikasyon bazi hayvan tiirlerinde karakteristik bir

gelismedir ancak bazen diger tiirlerde de goriilebilir (26).

2.5. Sigir Tiiberkiilozunun Teshis Yontemleri

Sigir tiiberkiilozunun antemortem teshisinde en sik PPD (Purified Protein
Derivate) tiiberkiilin deri testi uygulanir. Cok tercih edilmeyen diger bir teshis
yontemi ise gamma interferon testi (IFN-Y) dir. Sigir tiiberkiillozunun postmortem
teshisinde ise histopatolojik muayene, kiiltiir, molekiiler metodlar ve bakteriyoskopi

yontemleri kullanilir (53). Sigir tiiberkiilozunun antemortem teshisinde en yaygin



kullanilan PPD tiiberkiilin, M. bovis ANS5 susundan iiretilmektedir. Tiiberkiilin testi
diinyada genel olarak boynun yan orta kismindan deri igine enjeksiyon seklinde
uygulanir (67). Tiberkiilin testi ya Bovine PPD yada hem Bovine hemde Avian
PPD’nin karistmi  seklinde uygunabilmektedir (15). PPD tiiberkiilin testi
uyguladiktan 72 saat sonra Ol¢iim yapilmalidir. Deride yangisal belirtiler olarak
sislik, kizariklik ve agr1 goriilebilmektedir. Testin reaksiyon olusturmasi i¢in T
hiicrelerinin PPD tiiberkiilin enjeksiyonundan en az 6 hafta 6nce duyarli hale gelmis
olmas1 gerekmektedir. Olciimde pozitif sonu¢ vermesi canlmmn daha &nceden

tiiberkiiloz basili ile duyarli oldugunun gostergesidir (61,63,67).

2.6. Osteopontin

Osteopontin (OPN) bir¢ok patolojik ve fizyolojik olayda sekrete edilen bir
proteindir. Hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte bulundugu saptanmigtir (31).

Osteopontin sadece kemik minerelizasyonunda degil ektopik ve patolojik
kalsifikasyonlarda da artis gosterir (31).

Sekrete glikoprotein  OPN, kemik remodiilasyonu ile apoptozisin
inhibisyonunun  immunomodiilasyonuna kadar birgok aktiviteyi harekete
gecirmektedir.(11)

Bu ¢ok yiizlii glikoprotein bir¢ok degisik hiicre ve doku tarafindan eksprese
edilir (18,25) ve bir¢ok fonksiyonu yerine getirmesi beklenir. Bu nedenle OPN’nin
yeni kesfedilen ¢ok sayidaki fonksiyonu siirpriz degildir, bu proteinin ilk olarak
kemiklerde kesfinden sonra yapilan ¢alismalarla ¢ok sayida etkisi saptanmistir. OPN,
hiicre-matriks ve matriks-matriks yiizlerinde lokalize olan non kollagen proteinlerin
en bol bulunanlarindandir. Birgok c¢alisma OPN’nin en o&nemli fizyolojik
fonksiyonunun biomineralizasyonun kontrolii oldugunu gostermistir (25).

OPN ilk olarak kemikten izole edilmis ve daha sonra bagimsiz olarak sekrete
fosfoprotein | (Sppl) ve erken T-lenfosit aktivasyon 1 (Eta-1) olarak identifiye
edilmistir (59).

OPN yaklasitk 32 kDa bir protein olarak sentezlenir, fakat genis
posttranslasyonal modifikasyonlar sebebiyle molekiiler kitlesi 45-75 kDa arasinda
degisir (33). OPN asidik aminoasitler nedeniyle negatif yiikliidiir. OPN kalsiyum

baglama bolgeleri ve iki heparin baglayici alan igerir (37).



2.6.1. Osteopontinin Yangidaki Rolii

Birgok c¢alisma osteopontinin  makrofajlar gibi yangisal hiicrelerde
ekspresyonunun gozlendigini ve yangisal aktivite aninda indiiklendigini géstermistir
(312).

Osteopontinin yapici sekilde tanimlanmis bir proteindir ve biitiin hiicrelerde
bliylime faktdrleri ve sitokinlerin hiicresel aktivasyonunu takiben hizla artis
gosterdigi incelenmistir. Yangi sirasinda makrofajlarda osteopontin salinimini
diizenleyen molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Osteopontinin
monositin kemotaksisi, gogii, faklilasmasi ve fagositozu dahil hiicresel bagisiklik
fonksiyonlarimi kontrol etttigi kabul edilmektedir. Osteopontin, monosit ve makrofaj
kemotaksisi ve hiicresel motilite gecislerini birgok hiicre yiizeyi reseptorleri ile
dogrudan etkilesim yoluyla gergeklestirir (31).

OPN, T helper hiicrelerinin Thl veya Th2 fenotiplerine doniismesine, Thl
sitokinlerinin gelismesine ve Th2 sitokinlerinin inhibe olmasina sebep olur (31).

OPN’nin makrofaj, aktive T hiicreler, dendritik hiicreler, dogal oldiiriicii T
hiicreler ve plateletlerin de dahil oldugu bir ¢ok immun hiicre tarafindan salgilandigi
bildirilmistir (25). Hiicre zedelenmesi veya enfeksiyonda, interlokin 1 (IL-1), tiimer
nekroz faktor alfa (TNF-a) ve platelet derivated growth factor (PDGF) gibi ¢esitli
proinflamatuar mediatérler ve bitylime faktorlerinin uyarimiyla OPN ekspresyonunda
artig sekillenir (18). Daha sonra OPN dokular arasinda bir¢cok olay1 gergeklestirir,
siklikla monosit toplanmasi, makrofaj diferensiyasyonu ve fagositozis, Thl sitokin
cevaplarinin erken uyarilmasi gibi olaylart baglatir, NO {iretiminin, MMP-2
ekspresyonunun, Th2 sitokin liretiminin smirlanmasi ve apoptozisin baskilanmasi
gibi baz1 olaylar1 aktive ederken bazilarini inhibe eder (32). OPN’nin yonettigi
olaylar sadece kemik ile ilgili degil ayn1 zamanda endotel ve epitel dokulardaki (6rn.
yaralanma veya enfeksiyon sonrasi), anti-enfeksiyon savunma, yara iyilesmesi ve
siirl yangi ve enfeksiyon olustururken doku zedelenmesi (18,70) olaylar ile ilgili
oldugunu gostermektedir.

OPN bir matriseliiler proteindir, degisik biyolojik fonksiyonlar1 ayarlar. Bu
protein normal fizyolojik olaylarda ve aterosklerozis, glomerulonefritis, kanser ve
cesitli kronik yangisal hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin patogenezinde rol alir. Cesitli

integrinler ile reaksiyona girerek, OPN hiicre migrasyonunu, adezyonunu ve birgok



hiicre tipinde yasam siiresini ayarlar. OPN ayni1 zamanda Th1 sitokin gibi fonksiyon
yapar, hiicre aracili immun cevaplar1 destekler, kronik inflamatuar ve otoimmun
hastaliklarda rol oynar. Yangidaki fonksiyonu yani sira OPN biomineralizasyonun
ayarlayicisidir ve vaskiiler kalsifikasyonun gii¢lii bir inhibitoriidiir (41).

OPN, kemik, bobrek, i¢ kulak, uterus, plasenta, arteriyel diiz kas hiicreleri ve
insan siitii gibi bircok doku ve viicut sivisinda bulunur. Idrarda bulunan OPN
tiropontin olarak isimlendirilir ve kalsiyum oksalat kristallerinin iiretimini inhibe
ederek idrar tasi olusumunu engeller. Normal dokudaki smirli dagilimina karsin,
yangl ve doku onariminda salinimi artar. Cok sayida yangisal ve immun olayin

patogenezine karisir (10,41).

2.7. Sirtuin

Sirtuin (SIRT); nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) bagimli sinif 3
histon deasetilaz bir proteindir (52). Giinimiizde 7 adet sirtuin proteini ortaya
cikarilmigtir (52). Bunlar NAD+ bagimli deasetilaz (DAC) olarak ve/veya mono-
ADP- ribosil transferaz (ART) seklinde hareket edebilen, NAD+ bagimli katalitik
temel alanina sahiptirler (6). Sirtuinler ilk olarak mayada histon yada histon dig1
hedeflerin deasetilasyonu ile gen diizenleyicisi olarak tanimlanmiglardir.
Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+) kofaktoriine ihtiyag duyan Sirtuinler,
Histon deasetilaz (HDAC) tip III histon deasetilazlarin i¢inde siniflandirilirlar.
Bilinen HDAC lara benzemezler, ancak histonlar gibi metabolik enzimlerden yapisal
proteinlere kadar degisik substratlara sahiptirler (22). Bu proteine Sirtuin ismi 1999
yilinda bes adet SIRT-2 insan homologunu tanimlayan Roy Frye tarafindan
verilmistir (20). SIRT-1’in hiicre oliimi yada yasamasinda ve hiicrenin stres
cevabinda dnemli bir role sahip oldugu gosterilmistir.

SIRT-1 apoptozisi baskilayarak hiicre yaslanmasini engellerken DNA hasar1
ve oksidatif stres durumunda hiicre yaslanmasini uyarmaktadir (68).

Sirtuinlerin hiicreler arasindaki yerlesim yerlerinde farklar vardir. SIRT-1,
SIRT-6 ve SIRT-7 genelikle c¢ekirdektedir. SIRT-1’in ¢ogunlugu c¢ekirdekte
Okromatinle kaynasmis, SIRT-6 ise heterokromatinle kaynagmistir. SIRT-7
cekirdekte lokalize olmustur (47). SIRT-2 sitoplazmada yogun olarak bulunur.
Mitokondriyal olarak tanimlanan sirtuinler, SIRT-3, SIRT-4 ve SIRT-5"tir (51).



Maya, kurt ve meyve sineginde sirtuin genlerinin yasam siiresini uzattigi,
gosterilmisken memelilerde bu konularla ilgili yeterli bir veri bulunmamaktadir (1).
Memelilerde yapilan ¢alismalarda, SIRT-1’in  degisik dokularda diyet
degisikliklerine bagli metabolik yaniti regiile ettigi gozlenmistir. Yine SIRT-1’in
yaslanma ile ilgili patofizyolojik degisimleri geciktirdigi, T2DM ve Alzheimer gibi
yaglanma ile ilgili hastaliklardan Onledigine iliskin bilgilere rastlanmistir (29).
Sirtuinler metabolizmada, kanserde, yaslanmada ve muhtemelen uzun yasamada
sessiz ve Onemli bir diizenleyici olup strese bagl sinyal yollarinda kritik bir
baglantiya sahiptir (49). Cogu canli tiirlinde yasam siiresini en tutarli bi¢imde uzatan
durumun kalori kisitlamasi oldugu diisiiniilmekte ve bu durumun histon deasetilaz
olarak fonksiyon goren SIRT-2 gibi sirtuin ailesinden proteinleri aktiflestiren bir
stres diizeyi olusturdugu 6ne siiriilmektedir (38).

Sirtuinler ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ve enzimlerin deasetilasyonu ile
birka¢ hiicresel mekanizmayi diizenler. Son zamanlarda, SIRT-2 atesli siire¢lerin
gelisimini onlemek i¢in gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada in vivo olarak SIRT-2
aktivitesinin modiilasyonunun Mycobacterium tuberculosis ile kronik enfeksiyonu
etkilemesinin beklenmedigi ortaya konmustur (12).

Bu calismanin amaci, bir¢ok yangisal olayda etkili oldugu bildirilen OPN ve
SIRT aktivitesinin dogal sekillenmis sigir tiiberkiillozunda immunohistokimyasal
olarak belirlenmesidir. Bu amagla mezbahada kesilen ve PPD pozitif sigirlardaki
makro lezyon bulunan dokulardan toplanan drnekler histopatolojik, mikobakterilerin
tespiti i¢in Ziehl-Neelsen ve OPN ile SIRT i¢in immunohistokimyasal olarak

incelenmisdir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamizda Afyonkarahisar yoresinde 2014 yilinda mezbahada sarth
kesime tabi tutulan PPD pozitif 25 biiyiikkbas hayvandan postmortem muayenede
makroskobik olarak tiiberkiiloz lezyonu goriilen ve rastgele segilen akciger,
karaciger, kalp ve lenf nodiillerinden lezyonlu bolgeler ve lezyonun saglam dokuyla
birlestigi alandan ornekler alindi. Alinan doku ornekler i¢inde %10’luk tamponlu
formaldehit soliisyonu ve her bir hayvana ait kodlarin bulundugu cam kavanozlara
konuldu. Doku oOrnegi alinan hayvanlarin yaslari 4 aylikla 12 yas arasinda
degismekteydi. Ayrica kontrol olarak hi¢bir organda makro lezyon gbézlenmeyen 5

sigirin organlari toplandi.

3.2. Laboratuvar Cahsmalar:

%10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edilen lezyonlu ve kontrol
doku &rnekleri Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalina getirildi. Alinan 6rneklerden trimlenen doku parcalar1 6rnek doku
kodu yazili olan takip kasetlerine alindi. Akarsu altinda 1 saat yikanan kasetler doku
takip cihazina takildi ve gerekli ayarlamalar yapilarak dokularin gece boyunca diisiik
dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (%70’den %100’e) gegirilerek
yumusak dokuda bulunan sularmin alinmasi, iki adet ksilolden gegirilerek
organlardaki yagin alinmasi ve sicak parafine gecirilerek doku bosluklarina parafin
dolmas1 saglandi. Ertesi giin sabah dokular parafine gomiilerek blokajlar1 yapildi.
Bloklardan 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary mikrotomda, 5 mikron
kalinliginda seri kesitler alindi. Normal lama alinan kesitlerin bir takimi
hematoksilen eozin ile bir takimi Ziehl Neelsen yontemi ile boyandi. OPN ve SIRT

aktivitesi icin polilizinli lamlara iki takim kesit alindu.

3.2.1. Histopatolojik Yontem

Normal lamlara ¢ekilen doku kesitleri parafinin uzaklastirilmast i¢in 30’ar
dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gegirildi. Ardindan sirasiyla %100, 96, 90, 80
ve 70’lik alkollerden gegirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle 15
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dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan sirastyla %70, 80, 90,
96 ve 100’lik alkollerden gegirilen dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan
dokularin iizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi. Tiim islemler kontrol

organlarinin kesitleri i¢inde uygulandi.

3.2.2.Ziehl-Neelsen Yontemi

Normal lamlara ¢ekilen kesitlerin diger takimi deparafinize ve rehidrete
edildikten sonra etiivde 60°C’de 1 saat karbol fuksin solusyonu ile boyandi.
Ardindan asit alkolde dekolore edilen kesitler metilen blue ile zemin boyamasina tabi
tutuldu. Dereceli alkol serisinden gegirilen ve ksilolde parlatilan kesitlere entellanl
damlatilarak {izerine lamel kapatildi. Kontrol organlarinin kesitleri de aynmi sekilde

boyama iglemine tabi tutuldu.

3.2.3. Immunohistokimya

Polilizinli lamlara ¢ekilerek hazirlanan 2 ayr1 seri Kesit immunoperoksidaz
yontem i¢in streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemine gore boyandi.
Immunohistokimyasal inceleme i¢in Abcam(UK) firmasinin hazir kitleri kullanildi.
Kesitler Osteopontin [Anti-Osteopontin antibody (ab8448), Abcam, 1/100 diliisyon]
ve Sirtuin [Anti-SIRT1 antibody [E104] ab32441), Abcam, 1/100 diliisyon]
reaksiyonunun saptanmasi i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Bu amacla
kesitler ksilol ve dereceli alkollerden gecirilerek deparafinize ve rehidre edildi.
Dokular 10 dakika siireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek amaciyla kesitler %3’liikk metanoldeki hidrojen peroksit ile 20
dakika muamele edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle PBS’de yikandi.
Mikrodalga firinda sitrat buffer solusyonu (pH 6) ile 700’liik ayarda 5 dakika siireyle
iki defa kaynatildi. Dokular 10’ar dakika siireyle 2 defa PBS’te yikandi. Daha sonra
nonspesifik boyamalar1 Onlemek amaciyla normal serumda 45 dakika siireyle
tutuldu. Bu agamadan sonra yikama yapilmadan primer serumlar uygulandi ve oda
sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular ayni sekil ve siireyle PBS’te
yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve PBS’te 2
defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular streptoavidin ile 30 dakika
stireyle inkiibe edildi. Dokular ayn1 sekil ve siireyle yikandi, hazirlanmig olan DAP
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(3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Karsit boyama i¢in Harris
hematoksilen kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda incelendi. Kontrol
organlar1 da ayn1 yonteme gore boyandi.

Sonuglarin  fotograflanmasinda Olympus CX41 model mikroskop ile
morfometrik inceleme ve mikrofotografi i¢in Database Manual Cell Sens Life

Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Kesilen hayvanlarin postmortem incelemesinde peritonda ve plorada ¢ok
sayida tiiberkiiliin bulundugu ve bircok olguda akcigerlerin, toraksin i¢ yiiziinde
yapistigr gorildii. Gogiis boslugunun incelemesinde plorada degisik biiyilikliikte sart
boz renkte, lobiiler tarzda multiple tiiberkiiller gozlendi. Mediastinal lenf
diigtimlerinde belirgin biiyiime gozlenmis olup kesit yiizlerinde kazeifikasyon nekroz
odaklarina ve yaygin kalsifikasyonlara rastlandi. PPD pozitif reaksiyon veren 25
biiylikbas hayvanin kesim sonrast makroskobik muayenesinde biitiin 6rneklerde
akciger ve mediastinal lenf diiglimiinde, bunlarla birlikte 7 olguda karacigerde ve 1
olguda dalakta tiiberkiil olusumlar1 goriildii. Ayrica altt aylik erkek bir danada kalpte
tiiberkiillere rastlanmustir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3)

Sekil 4.1. Sigir, generalize tiiberkiiloz, peritonda goriilen diffuz dagilimh tiiberkiiller (incili
tiiberkiiloz).
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Sekil 4.2. Sigir, gogiis kafesinin i¢ yiizeyinde yapismalar, kostalarin iizerinde ve akcigerin

kaudo-dorsal lobunda degisik biiyiikliiklerde lobiiler tarzda tiiberkiiller.

Sekil 4.3. Sigir, mediastinal lenf diigiimi, kesit yiliziinde kazeifikasyon nekrozu ve belirgin

kalsifikasyon odaklari, %10°luk tamponlu formalin tespiti ardindan.
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4.2. Mikroskobik Bulgular

Rutin hematoksilen eozin boyamasindan sonra Yyapilan histopatolojik
incelemede kontrol grubundaki organlarda herhangi bir lezyon saptanmadi.
Tiberkiiloz lezyonlu akcigerlerde alveolar ve interlobuler alanlar iginde yaygin
kazeifikasyon nekroz alanlari, bronsiol ve brons gevresinde yogun lenfohistoyositik
infiltrasyonla birlikte epiteloid hiicre ve Langhans tipi dev hiicre olusumlart gozlendi,

ayrica interlobuler alanlarda bag doku artisi ve fibréz proliferasyonlar belirlendi

(Sekil 4.4)

Sekil 4.4. Sigir, akciger A) Kontrol grubu, akcigerin normal histolojik goriiniimii, HE,
Bar=100 um. B) Tipik bir tiiberkiil, kazeifikasyon nekrozu (mavi ok basi), kalsifikasyon (sar1
ok basi), Langhans tipi dev hiicreler (siyah ok baslar1), HE, Bar=100 um.
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Hematoksilen-eozin boyamada kontrol grubunun karacigerleri normal

mikroskobik yapiyr gosterirken tiiberkiiloz lezyonu olan sigir karacigerinde

karakteristik tiiberkiil olusumu ve ¢ok sayida Langhans tipi dev hiicreler gozlendi.
( Sekil 4.5. A-B).

Sekil 4.5. Sigir, karaciger A) Kontrol grubu, Normal karaciger histolojisi, B) Tiiberkiilozlu
karacigerde karakteristik tiiberkiil yapisi ve tipik Langhans tipi dev hiicreler (ok baslari) HE,
Bar=100 pm.

Kontrol lenf diigiimleri tipik histolojik goriiniime sahip iken, tiiberkiilozlu
hayvanlarin tiimiinde lenf diiglimlerinde tipik lezyonlar saptandi (Sekil 4.6. B).
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Sekil 4.6. S1gir, medisatinel lenf diigiimii A) Kontrol grubu, normal histolojik gériiniim, HE,
Bar=50 pm B) Tipik tiiberkiiloz lezyonu ve karakteristik Langhans tipi dev hiicreler (ok
baslar1), HE, Bar=100 pm.

Calismamizda inceledigimiz  biitiin  hayvanlarin lenf digimi ve
akcigerlerinde lezyon saptanirken, 6 aylik bir danada kalp dokusunda tiibekiiloz
lezyonlar1 gozlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Sigir, kalp kasi, Tiiberkiiloz A) Kas demetleri arasindaki tiiberkiillerin goriinimd,
karakteristik Langhans tipi dev hiicreler (ok baslari), , HE, Bar=500 um. B) Lezyonun
yakindan goriiniimii, Langhans tipi dev hiicreler (ok baslari), HE, Bar=200 pm.

Tiiberkiiloz lezyonlarinda Mycobacteria’larin tespiti igin yapilan Ziehl-
Neelsen boyamasinda mavi zemin iizerinde kirmizi basiller seklinde etkenler
gozlendi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Sigir, akciger, Tiiberkiiloz, M.bovis etkenleri (kirmiz1 renkli basiller), ZN, Bar=20

pm

Calismamizda makroskobik olarak lezyon tespit edilen biitiin organlarda
mikroskobik incelemede de karakteristik tiiberkiiloz lezyonlari saptandi. Lezyonlarda
karakteristik olarak kazeifikasyon nekrozu, kalsifikasyon ve Langhans tipi dev
hiicrelere tiim olgularda rastlandi. Ziehl-Neelsen yontemiyle basiller tespit edildi.

Tiiberkiilozlu akciger dokularinda immunohistokimyasal boyamada kontrol
grubuna kiyasla OPN immunoreaksiyonun belirgin sekilde arttigi saptandi. OPN’nin
en yogun olarak Langhans tipi dev hiicrelerinde reaksiyon verdigi saptandi (Sekil
4.9.).
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Sekil 4.9. Sigir, akciger A) Kontrol grubu OPN negatif immunoreaksiyon, streptavidin biotin
peroksidaz, Bar=100 pum. B)Tiiberkiiloz lezyonunda OPN pozitif immunoreaksiyon veren
yangisal hiicreler, (kirmiz1 ok baglar), streptavidin biotin preoksidaz, Bar=50 pm.

Tiiberkiilozlu sigir karaciger dokusunun immunohistokimyasal boyamada
kontrol grubuna kiyasla OPN ile artmis immunoreaksiyon verdigi goriildii. OPN’nin
ozellikle Langhans tipi dev hiicrelerde, hepatositlerde ve yangisal hiicrelerde pozitif
immunoreaksiyon verdigi saptand1 (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Sigir, karaciger A) Kontrol grubu OPN negatif, immunoreaksiyon, Streptavidin
biyotin peroksidaz, Bar=100 um. B) Enfekte hayvanda karaciger hiicrelerinde OPN pozitif
immunoreaksiyon (siyah ok baslari), Streptavidin biyotin peroksidaz, Bar=100 pm.

Tiiberkiilozlu sigir lenf diigiimii dokusunun immunohistokimyasal boyamada
kontrol grubuna kiyasla OPN ile artmig bir pozitif immunoreaksiyon verdigi goriildii.
OPN’nin en yogun olarak Langhans tipi dev hiicrelerinde pozitif immunoreaksiyon
verdigi saptand1 (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Sigir, lenf diagimi A) Kontrol grubu OPN negatif, immunoreaksiyon,
streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pum. B) Tiberkiiloz lezyonunda OPN pozitif
immunoreaksiyon (kirmizi ok baslari), streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50 pum.

Lezyonlu sigir akciger dokusunun immunoOhistokimyasal boyanmasinda
OPN’nin ozellikle Langhans tipi dev hiicrelerde kuvvetli pozitif immunoreaksiyon
verdigi saptandi (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Sigir, akciger, Tiiberkiiloz A) OPN pozitif immunoreaksiyon (siyah ok baslari),
streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pum, B) Biiyik biiylitmede Langhans tipi dev
hiicrelerde OPN pozitif immunoreaksiyon (siyah ok baslar1), streptavidin biotin peroksidaz,

Bar=50 pm.
Kontrol grubu akcigerlerin immunohistokimyasal incelemesinde negatif SIRT

immunoreaksiyonu saptanirken, Tiiberkiilozlu akciger dokusunun

immunohistokimyasal olarak belirgin sekilde artmig SIRT pozitif immunoreaksiyon
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verdigi gorildii. SIRT pozitif immunoreaksiyon ozellikle Langhans tipi dev

hiicrelerde, yangisal hiicrelerde ve bronsiyol epitellerinde gozlendi (Sekil 4.13.).

K g W o g pet.28 o

Sekil 4.13. Sigir, akciger A) Kontrol grubu, SIRT negatif boyanma, streptavidin biotin
peroksidaz, Bar=100 um B) Tiiberkiilozlu akcigerde Langhans tipi dev hiicrelerde ve
yangisal hiicrelerde SIRT pozitif immunoreaksiyon (ok baglari), streptavidin biotin
peroksidaz, Bar=50 pm.
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Lezyonlu sigir akciger dokusunun immunohistokimyasal boyanmasinin
ardindan farkli biiyiitmelerde yapilan mikroskobik incelemede Sirtuinin bronsiyol

epitellerinde belirgin sekilde pozitif immunoreaksiyon verdigi saptandi (Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. Sigir, akciger, Tuberkiiloz A) Bronsiyol epitellerinde artmig SIRT immunopozitif
immunoreaksiyon (ok baglar1), streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 um, B) Biiyiik
biiyiitmede bronsiyol epitellerinde SIRT pozitif immunoreaksiyon (ok baglar1), streptavidin
biotin peroksidaz Bar=50 pm.

Akcigerlere benzer sekilde kontrol grubunda negatif immunoreaksiyon
saptanirken tiiberkiilozlu sigir lenf digiimii dokusunda belirgin Sirtuin pozitif
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immunoreaksiyon gozlendi. Sirtuinin en yogun olarak Langhans tipi dev

hiicrelerinde immunoreaksiyon verdigi saptand1 (Sekil 4.15.).

Sekil 4.15. Sigir, lenf diigimii A) Kontrol grubu SIRT negatif immunoreaksiyon,
streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 um B) Tiiberkiiloz lezyonunda artmis SIRT pozitif
immunoreaksiyon (ok baslari), streptavidin biotin peroksidaz, Bar=50 um.
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Sigir tiiberkiilozlu karacigerlerde de artmus Sirtuin pozitif immunoreaksiyon
saptandi, SIRT pozitif immunoreaksiyon karacigerde Langhans tipi dev hiicrelerde,

yangisal hiicrelerde ve hepatositlerde gozlendi (Sekil 4.16.).

;“ “\4 i \'"\{\\ t{‘ Coy ] , Q

Sekil 4.16. Sigir, karaciger, Tiberkiiloz A) SIRT pozitif immunoreaksiyon (ok baslari),
streptavidin biotin peroksidaz, Bar=100 pm B) Biiyiik biiyiitmede pozitif immunoreaksiyon
gosteren hiicreler (ok baslari), streptavidin biotin peroksidaz, Bar=50 um.
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Calismamizda makro olarak saptanan Tiiberkiiloz lezyonlarinin histopatolojik
yoklamasinda orta kisimlarinda belirgin kazeifikasyon nekrozu olan yer yer
kalsifikasyonlarin bulundugu, yogun sekilde Langhans tipi dev hiicreler, makrofaj ve
lenfositlerin bulundugu yangisal reaksiyon gozlendi. Bu hiicrelerin etraflari bag doku
ile cevrilerek tipik tiiberkiiller olusturmustu. Genellikle tiiberkiillerin birleserek
konglomere tiiberkiiloz yapilarin sekillendirdigi dikkati ¢ekti. Immunohistokimyasal
olarak tiim lezyonlu dokularda OPN ve SIRT pozitif immunoreksiyonunun belirgin

bir sekilde arttig1 saptandi.
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5. TARTISMA

M. bovis ¢ogunlukla sigirlari, ayn1 zamanda domuz, kedi, kopek, koyun, kegi,
at, kanatlilar ve insanlar1 enfekte edebilen zoonotik bir hastalik olan tiuberkiiloza
sebep olur (56). Ingiltere’de tiiberkiilozunun insidensi 1984 yilindan beri artmis ve
yillik kaybm 2011 yilina kadar 1 milyar dolara ulasabilecegi bildirilmistir (42).
OIE’nin yapmis oldugu bir yayinda bulasmanin daha ¢ok aerosol yolla olustugu ama
kontamine materyalin oral yolla alinmasi sonucu da olusabildigi rapor edilmistir.
Yine ayni c¢alismada Kkarakteristik tiiberkiiloz lezyonlarmin siklikla akciger ve
retrofarengeal, bronsiyol ve mediastinal lenf diigiimlerinde olustugunu, ayrica
mezenteriyal lenf diiglimleri, karaciger, dalak, ser6z membranlar ve diger organlarda
olustugunu belirtilmistir (54). Yapmis oldugumuz ¢alismada ise enfekte hayvanlarin
timiiniin akciger dokusu ve akciger dokusunu drene eden mediastinal lenf
diigimlerinde tiiberkiiloza ait karakteristik tiiberkiil lezyonlarina makroskobik olarak
rastlanmistir. Ayrica enfekte hayvanlarin yedi taneSinde karaciger dokusunda, bir
tanesinde dalakta, bir hayvanda ise kalp dokusunda tiiberkiiloz lezyonlari
saptanmigtir. Bu bulgularimiz tiiberkiilozun en fazla akciger ve mediastinal lenf
diigiimlerine yerlestigi ve solunum yolu ile bulasmanin en 6nemli bulagsma sekli
oldugu goriisiinii desteklemistir.

Ulkemizde sigir tiiberkiilozu ile miicadelede hastaligin goriildiigii isletmede
tekli PPD intradermal deri testi, ikili PPD intradermal deri testi uygulanmakta olup,
bakanligin uygun buldugu durumlarda da IFN-y testi uygulanabilmektedir (64).
Ulkemizde yapilan bir galismada PPD deri testinin duyarliliginin %69.8, spesifitesini
ise %98 oldugunu bildirmistir (69). Avustralya’da yapilmig bir bagka ¢alismada IFN-
vy testinin duyarliliginin %93.6 oldugu spesifitesinin ise tekli intradermal tiiberkiilin
testinden daha diisik oldugu rapor edilmistir (76). Bu bilgiler dogrultusunda sigir
tiiberkiilozunun patogenezinin a¢iga kavusturulup yeni teshis yoOntemleri
gelistirilebilmesi ~ diislincesiyle ¢alismamizda OPN ve SIRT aktivitesinin
incelenmesine karar verilmistir.

OPN, 1985 wyilinda sigir kemiginin matriksinden izole edilmis bir
sialoproteindir  (31). OPN’nin yara iyilesmesi, kanser, damar hastaliklari,
biyomineralizasyon, yangilarda, obezite ve diabet gibi birgok durumda aktivite

gosterdigi belirtilmistir (31,41). Pardo ve ark.(2005) yapmis olduklar1 bir ¢alismada
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normal akciger dokusunda OPN aktivitesinin goriilmedigini bildirmislerdir (58).
Lorena ve ark. (2005) yilinda yapmis olduklari calismada normal fare ve rat
karacigerlerinin  safra kanallarinda osteopontin  aktivitesine rastladiklarini
bildirmislerdir (39). Yapmis oldugumuz ¢alismada kontrol grubunda bulunan
hayvanlarin dokularinin hi¢birinde OPN aktivitesine rastlanmamigtir. Windt ve ark.
(2009) yilindaki ¢aligmalarinda farelerin deneysel olarak M.tuberculosis ile enfekte
edildikten sonra akciger dokusundaki OPN aktivitesini immunohistokimyasal olarak
incelemisler ve enfekte olmayan akciger dokusunda herhangi bir aktiviteye
rastlamadiklar1 halde, enfekte akciger dokusunda bulunan alveolar makrofajlar ve
lenfoid hiicrelerde immunopozitiflik oldugunu bildirmislerdir (75). O’Regan ve ark.
(2001) OPN eksikligi olusturulan fareler iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada, OPN
eksikligi olan farelerin graniilom yapilarinda makrofaj ve epiteloid hiicre sayilarinin
kontrol grubu farelerdekine gore az oldugunu ve graniilom olusumunun geciktigini
gostermiglerdir  (55). Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular yangisal
durumlarda OPN aktivitesinin arttig1 fikrini desteklemistir. Enfekte hayvanlarin
tiiberkiillerinde yer alan makrofaj ve Langhans tipi dev hiicrelerde OPN aktivitesinin
yogun sekilde artmasi literatiir bilgileriyle paralellik gostermektedir. Yapilan
calismalarda serum OPN seviyesinin aktif tiiberkiiloz hastalarinda ytikseldigi
bildirilmistir (30,36,65). Benzer sekilde Dudemaine ve ark. (2014) yaptiklart
calismada paratiiberkiiloz olgusu olan sigirlarda serum osteopontin seviyesinin
yiikseldigini bildirmislerdir (19). Ayrica insanlar iizerinde yapilan g¢aligmalarda
miyelom, mezotelyom hastalarinda (17,71), kronik kalp yetersizligi olan hastalarda
(66) ve alkolik siroz hastalarinda (60) serum OPN diizeylerinin yiikseldigi rapor
edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda sigir tiiberkiilozu olan hayvanlarin serum OPN
diizeylerinin yiikselmesinin miimkiin olabilecegi distintilmiistir. Fakat bir¢ok
hastalik durumunda serum OPN seviyesinin yiikseldigi bildirildiginden sadece serum
OPN diizeyinin sig1ir tiiberkiilozunun teshisi amaglh kullanilmasinin yeterli olmadig:
diistincesine varilmistir. Bu nedenle siiriide tiiberkiiloz saptanan giftliklerde PPD testi
gibi testlerle beraber teshise yardimci bir kriter olarak incelenebilecegi
distiniilmektedir. Ayrica ¢alismamizin sonuglart OPN’nin tiiberkiiloz patogenezinde

onemli bir rol oynadigini da gostermistir.
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SIRT-1, nikotinamide adenin diniikleotid bagimli {igiincii smif histon
deasetilaz olarak adlandirilir. SIRT-1’in seliiler apoptozisi baskiladig, stres cevabini
azalttigr ve yaslanmanin onlenmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (16). Chen ve
ark. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismalarda insanlarda normal akciger dokularinda
SIRT-1 y6niinden immunohistokimyasal olarak hicbir pozitif aktivitenin olmadigini
bildirmislerdir (16). Fareler ilizerinde yapilan bagka bir ¢alismalarda 6 ve 24 aylik
farelerin dokularinda SIRT-1 yoniinden immunohistokimyasal olarak calisma
yapilmis ve 6 aylik farenin akcigerinde herhangi bir immunaktivite gézlenmezken 24
aylik farelerin akcigerlerinde ise bazi alveolar epitel hiicrelerin, mezoteliyal
hiicrelerde ve viseral plorada aktivitenin rastlandigi , iki grup arasinda karaciger
dokusunda higbir aktiviteninin gozlenmedigi bildirilmistir (39). Yapilan ¢alismada da
kontrol grubunda bulunan hayvanlardan alinan dokularin higbirinde SIRT-1
yoniinden aktivite gézlenmemistir. Cardoso ve ark. (2015) miyeloid SIRT-2 diizeyi
gecici olarak azaltilmis farelere, M. tuberculosis etkeni uygulanmis ve uygulama
sonucu kontrol grubu ile miyeloid SIRT-2 azaltilmis fareler arasinda enfeksiyondan
60 ve 120 giin sonunda bakteriyel yiikiin ve tiiberkiilozda etkili olan gamma
interferon, timdr nekroz faktor alfa, interleukin-6 ve inteleukin-17 gibi sitokinlerin
aktivitelerinde fark olmadigimi bildirmislerdir (12). Yapmis oldugumuz calismada
tiberkiilozlu sigirlarin enfekte dokularinda bulunan makrofaj, epiteloid hiicre ve
Langhans tipi dev hiicrelerde SIRT-1 yoniinden belirgin immunopozitiflik
saptanmistir. Bu da SIRT aktivitesinin tiiberkiiloz patogenezinde ©nemli rol
oynadigini gostermistir.

Yapilan literatiir c¢alismalarinda sigir tiiberkiilozunda OPN ile SIRT
aktivitesinin incelendigi bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Bu c¢alisma sigir
tiiberkiilozunda OPN ve SIRT aktivitesinin immunohistokimyasal yontemlerle
incelendigi ilk caligmadir. Calismamizin sonuglart sigir tiiberkiilozunda bu
markirlarin  aktivitesinin  arttigim1 gostermistir. Buna gore tliberkiilozun
patogenezinde OPN ve SIRT proteinlerinin 6énemli rol oynadig1 gosterilmistir. OPN
veya SIRT aktivitelerinin azaltilmasinin tiiberkiil gelisimini etkileyip etkilemediginin
anlagilabilmesi i¢in yeni caligmalara ihtiya¢ vardir ve bu calisma ileride yapilacak

caligmalar i¢in Oncii bir ¢alisma olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kronik, bulasict ve zoonoz karakterde bakteriyel bir hastalik olan sigir
tiiberkiilozu bilinen en eski hastaliklardan biridir. Teshisinin zor, tedavisinin de
sigirlarda anlamli olmamasi sebebiyle halen biitiin diinyada ciddi ekonomik kayiplara
yol agmaktadir. Giiniimiizde kullanilan sigir tiiberkiilozu teshis yontemleri sensitive
ve spesifite agisindan yetersiz kalmaktadir.

Calismamizda sigir tiiberkiilozlu hayvanlarin lezyonlu dokularinda yapilan
immunohistokimyasal incelemede OPN ve SIRT aktivitelerinin belirgin sekilde
arttig1 gozlenmistir. Pozitif immunoreaksiyon veren alanlarin daha yogun olarak,
sigir tiiberkiilozunun histopatolojik tanisinda 6nem tasiyan Langhans tipi dev
hiicreler ve bunlarin ¢evresinde yogunlastigi saptanmaistir.

Arastirmadan elde edilen bilgilerin 1s18inda, yaygin olarak insanlarda
aragtirtlan ve c¢alismamizda ilk defa sigir tiiberkiilozunda dokularda aktiviteleri
belirlenen OPN ve SIRT aktivitelerinin, veteriner sahada hayvan hastaliklarinda da

calisilmasi hastaliklarin teshis ve ayirici tanida yardimci olacag diistiniilmektedir.
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