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ARAŞTIRMA MAKALESİ 

Sığır	 leptospirozunun	 patogenezinde	 ubiquitin	 ve	 8-hidroksiguanozin’in	 rollerinin	
immunohistokimyasal	yöntemlerle	araştırılması

Musa Karaman1*, Hasan Özen1, Serpil Dağ Erginsoy1, Mitat Şahin2

Özet
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rozunun patogenezinde ubiquitin ve 8-hidroksiguanozin’in 
rollerinin immunohistokimyasal yöntemlerle araştırılması. 
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Amaç:	Bu çalışmada, Leptospira spp. ile doğal enfekte sığır-
ların karaciğer ve böbrek dokularında oluşan hasarda ubi-
quitin ve 8-hidroksiguanozin’in (8-OHG) rolleri araştırıl-
mıştır. 

Gereç	ve	Yöntem: Leptospirozlu (n=7) ve sağlıklı kontrol 
grubu (n=7) hayvanlarda, bu moleküllere spesifik poliklo-
nal antikorlar kullanılarak indirekt immunoperoksidaz me-
todu ile antijenlerin dokulardaki lokalizasyonları belirlendi. 

Bulgular: Leptospirozlu hayvanların karaciğer hepatositle-
ri ve böbrek tubul epitellerinde ubiquitin antikoruna karşı 
intrasitoplazmik immun boyanma tespit edildi. 8-OHG im-
mun boyanmasının karaciğer hepatositlerinde intrasitop-
lazmik ve/veya intranükleer, böbrek tubul epitellerinde ise 
çoğunlukla intrasitoplazmik olarak lokalize olduğu gözlen-
di.

Öneriler: Leptospirozun patogenezinde doku hasarı oluşu-
munda ubiquitin ile 8-OHG’nin rol oynadığı ortaya konula-
rak, bu moleküllere ilişkin mekanizmaları daha detaylı an-
layabilmek için ayrıntılı çalışmaların gerekliliği tavsiye edil-
mektedir.

Abstract

Karaman	M,	Ozen	H,	Erginsoy	SD,	Sahin	M.	Immunohis-
tochemical investigation of the role of ubiquitin and 8-hy-
droxyguanosine in pathogenesis of cattle leptospirosis. 
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Aim: This study was performed to investigate the role of 
ubiquitin and 8-hydroxyguanosine (8-OHG) expression in 
liver and kidney tissue damage in Leptospira-infected cat-
tle. 

Material and Method: Localization of these molecules was 
determined by indirect immunoperoxydase method using 
specific polyclonal antibodies in Leptospira positive (n=7) 
and healthy control animals (n=7). 

Results: A cytoplasmic immunostaining in the hepatocytes 
and kidney tubule epithelia against ubiquitin antibody was 
detected in Leptospira-infected animals. Immunostaining 
against 8-OHG antibody was seen intracytoplasmic and/or 
intranuclear in the hepatocytes, while it was mostly intracy-
toplasmic in kidney tubule epithelia. 

Conclusion: As ubiquitin and 8-OHG were shown to play 
roles in pathogenesis of Leptospirosis, further detailed 
studies to investigate and to wholly understand the mode of 
mechanisms of these molecules are suggested.
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Sığır leptospirozisinin patogenezi Karaman ve ark. 

		Giriş

Leptospirozis, insan ve çeşitli hayvan türlerinde, pa-
tojen Leptospira interrogans serovarları tarafından 
oluşturulan ve dünyada yaygın olarak görülen zoono-
tik bir hastalıktır (WHO 1999, Michel ve ark 2002). 
Sığır leptospirozu iştahsızlık, yüksek ateş, sarılık, he-
moglobinuri, hemolitik anemi, infertilite, abortus, ölü 
doğum ve septisemi ile karakterizedir (Ellis 1984, 
Langoni ve ark 1999, Dutta ve Christopher 2005). 
Ülkemizde Doğu Anadolu Bölgesinde serolojik yön-
temler ile yapılan çalışmalar sonucunda sığırlarda en 
fazla L. grippotyphosa ve L. hardjo tespit edildiği ra-
por edilmiştir (Tuncel ve Öğütman 1975, Bulu ve ark 
1990, Çetinkaya ve ark 1999, Şahin ve ark 2002).

Leptospira enfeksiyonlarında karaciğerde nekroz 
(Lomar ve ark 2000) ve apoptoz şekillendiği (Plank 
ve Dean 2000), böbreklerde intersitisyel nefritis mey-
dana geldiği kaydedilmektedir (Sitprija ve ark 1980, 
Thompson ve Manktelow 1989, Yang ve ark 2001). Bu 
organlarda meydana gelen lezyonların patogenezi ile 
ilgili çalışmalar ise kısıtlıdır.

Doku hasarının oluşumunda reaktif oksijen türleri-
nin (ROT) önemi bilinmektedir. Metabolik sürecin bir 
parçası olarak hücreler sürekli ROT üretmekte, an-
cak fizyolojik koşullarda üretilen bu ROT antioksidan 
mekanizmalar ile temizlenmektedir (Nordberg ve Ar-
ner 2001). Fiziksel, kimyasal ve enfeksiyöz nedenlere 
ilişkin olarak üretilen aşırı miktardaki ROT ile bunla-
rı temizleyen mekanizmalar arasındaki dengenin bo-
zulması sonucu hücrenin lipid, protein ve nükleik asit 
gibi molekülleri hasara uğrayabilmektedir. Bu süreç-
te, hasarlı proteinlerin yıkımlanmasında hücrelerin 
sitoplazma ve çekirdeklerinde bulunan, ısıya dayanık-
lı, 76 amino asitli bir protein olan ubiquitin önemli bir 
rol oynamaktadır (Yamao 1999, Selvarajah ve Mou-
men 2010). Ubiquitin ile konjuge olan proteinler, hüc-
re içerisinde yer alan ve 26S proteazom olarak adlan-
dırılan proteaz parçacığı ile yıkımlanırlar (Baumeis-
ter ve ark 1998). ROT tarafından saldırıya uğrayan 
DNA ve RNA’da, hücre hasarının başlangıcında guanin 
bazlarından 8-Hidroksiguanozin (8-OHG) oluşturulur 
(Fiala ve ark 1989). Bu nedenle nükleik asitlerde mey-
dana gelen hasarın bir göstergesi olarak, 8-OHG’ne 
karşı üretilen antikorlardan yararlanılarak hasar-
lı DNA ve RNA molekülleri dokularda tespit edilebilir. 

Bu çalışmanın amacı, doğal olarak Leptospira spp. ile 
enfekte sığırların karaciğer ve böbrek dokularında-
ki hasarların oluşumunda bir oksidatif stres belirte-
ci olan 8-OHG ve hasarlı proteinlerin yıkımlanması-
na neden olan ubiquitinin rol alıp almadığını belirle-
mektir.

  Gereç	ve	Yöntem

Çalışma materyalini, 2004-2007 yılları arasında Kaf-
kas Üniversitesi Veteriner Fakültesine getirilen ve 
yaşları 1 ile 6 yıl arasında değişen 7 adet Leptospiroz-
lu sığır oluşturdu. Bu hayvanlardan 3’ü İç Hastalıkla-
rı Kliniğine ateş ve sarılık bulguları ile getirilen an-

cak tedavi sürecinde ölen, 4’ü Patoloji Anabilim Dalı-
na nekropsi amacıyla getirilen ölmüş sığırlardan oluş-
maktaydı. Canlı hayvanlardan idrar örnekleri alınarak 
karanlık saha mikroskobu ile incelendi. Kontrol amacı 
ile klinik olarak sağlıklı ve mezbahada kesimi yapılan 
7 adet sağlıklı sığır kullanıldı.

Sistemik nekropsileri yapılarak makroskobik olarak 
incelenen 7 adet Leptospirozlu sığırdan histopatolo-
jik incelemeler için tüm organlardan doku örnekleri 
alındı. Toplanan doku örnekleri %10’luk nötral for-
malin solüsyonunda tespit edildi. Rutin yöntemlerle 
hazırlanan parafin bloklardan 5µ kalınlığında kesitler 
alınarak hematoksilen-eozin ile boyandı.

Leptospiral antijenleri ortaya koymak amacıyla Lep-
tospiroz şüpheli ve kontrol hayvanların karaciğer ve 
böbrek dokularından 4 µm kalınlığında kesitler poly-
L-Lyzin kaplı lamlara alınarak immunoperoksidaz 
yöntemi ile boyandı. Adana Veteriner Kontrol ve Araş-
tırma Enstitüsünden temin edilen L. grippotyphosa hi-
perimmun serumu (1/100 dilusyonda) ile inkübe edi-
len doku kesitlerinde streptoavidin-peroksidaz ticari 
kiti (Zymed Histostain-Plus Bulk Kit, Invitrogen Ltd, 
UK) ve AEC (Sigma AEC Chromogen Kit, USA) kullanı-
larak antijenlerin lokalizasyonları belirlendi.

Leptospira spp. ile enfekte ve kontrol hayvanların 
karaciğer ve böbrek dokularında ubiquitin (rabbit 
anti-ubiquitin polyclonal antibody, GeneTex, USA) 
ve 8-OHG (Goat anti-8-Hydroxyguanosine antibody, 
USBiological, USA) antikorları sırasıyla 1/100 ve 
1/200 dilusyonlarında kullanılarak, streptoavidin-
peroksidaz metodu ve DAB (Zymed Liquid DAB-Plus 
Substrate Kit, Invitrogen Ltd, UK) ile dokularda ubi-
quitin ve 8-OHG’nin antijenik lokalizasyonları belir-
lenmeye çalışıldı. Negatif kontrol amacıyla primer an-
tikor yerine nonimmun serum kullanılarak aynı yön-
temler tekrar edildi. 

  Bulgular

Kliniğe getirilen hayvanların idrar örneklerinin ka-
ranlık saha mikroskobunda doğrudan incelenmesin-
de 3 hayvanda da Leptospira yönünden pozitif sonuç 
gözlemlendi.

Nekropsileri yapılan hayvanların makroskobik incele-
melerinde değişen derecelerde sarılık ve anemi göz-
lendi. Karaciğerler büyümüş, yumuşak kıvamda, sa-
rımsı renkte ve peteşiyel kanamalar içermekteydi. 
Böbrekler şişkin ve ödemli olup, kapsula kaldırıldı-
ğında parankimde beyaz renkte odaklar tespit edil-
di. Akciğer, kalp, mezenteriyel ve mediastinal lenf dü-
ğümlerinde de peteşiyel kanamalar belirlendi. 

Histopatolojik incelemelerde Leptospirozlu hayvan-
larda karaciğerde vena sentralislerin çevresinde daha 
fazla olmak üzere gelişigüzel dağılımlı dejeneratif ve 
nekrotik hepatositler görüldü. Nekrotik alanlarda ve 
portal bölgelerde lenfosit, plazma hücresi, makro-
faj ile az miktarda nötrofil granülosit içeren yangı-
sal hücre infiltrasyonları belirlendi (Resim 1a). Böb-
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reklerde proksimal ve distal tubul epitellerinde yay-
gın nekrozlar görüldü. Tubul lümenlerinde dökülmüş 
epitel hücreleri ve hiyalin silindirleri ile intersitisyel 
bölgelerde fokal mononükleer hücre infiltrasyonları 
tespit edildi (Resim 1b). Kontrol hayvanların karaci-
ğer ve böbrek dokularında herhangi bir patolojik bul-
guya rastlanmadı.

Leptospira antijenlerine karşı uygulanan immuno-
histokimyasal yöntemlerde karaciğerde hepatositler, 
Kupffer hücreleri ve makrofajların sitoplazmaların-

da immun boyanma tespit edildi (Resim 2a). Böbrek-
te proksimal ve distal tubul epitellerinin sitoplazması 
ve tubul lümenleri ile intersitisyel bölgede yoğun im-
munreaktivite belirlendi (Resim 2b). Kontrol hayvan-
ların karaciğer ve böbrek dokularında Leptospira an-
tijenleri immunohistokimyasal yöntemlerle gözlen-
medi. 

Ubiquitin için yapılan immunohistokimyasal boyama-
larda, karaciğer (Resim 3a) ve böbrek (Resim 3c) do-
kusunda kontrol grubu hayvanlarda immunreaktivi-
teye rastlanmazken, Leptospira pozitif hayvanlarda 
hepatositlerin (Resim 3b) ve tubul epitellerinin (Re-

sim 3d) sitoplazmalarında immun boyanma belirlen-
di. 

8-Hidroksiguanozin immun boyanmalarında kontrol 
grubu hayvanların karaciğer (Resim 4a) ve böbrek 
(Resim 4c) dokularında boyanma gözlenmedi. Lep-
tospirozlu hayvanlarda hepatositlerin çekirdek ve/
veya sitoplazmalarında (Resim 4b), tubul epitelleri-
nin (Resim 4d) ise çoğunlukla sitoplazmalarında im-
mun boyanma tespit edildi. 

  Tartışma

Sığır Leptospirozunda oluşan klinik ve patolojik bul-
gular iyi tanımlanmış olmasına rağmen, hastalıkta 
meydana gelen değişikliklerin patogenezi tam olarak 
bilinmemektedir. Makroskobik ve mikroskobik olarak 
karaciğer ve böbrek dokularında şekillenen patolojik 

değişiklikler ise detaylı olarak tanımlanmıştır (Yener 
ve Keleş 2001, Dutta ve Christopher 2005). 

Leptospirozun patogenezinde etkenin yapısında yer 
alan lipopolisakkarid, glikoprotein, sfingomyelinaz, 

Resim 1: (a) Leptospirozlu bir sığır karaciğerinde sentrilobuler alanda daha yoğun olmak üzere dejeneratif ve nekrotik hepatositler ve (b) 
böbrekte tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, tubul lümenlerinde dökülmüş epiteller ve hiyalin silindirleri ile intersitisyel alanda mo-
nonükleer hücre infiltrasyonları. X 185. H.E.

Resim 2: Leptospiral antijenlerin immunohistokimyasal olarak belirlenmesi. (a) Karaciğerde hepatositler ve Kupffer hücrelerinin sitoplaz-
maları ile hücre dışı yerleşimli, (b) böbrekte ise tubul epitelleri ile tubul lümenlerinde pozitif reaksiyonlar. X 370. Streptoavidin-peroksidaz
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hemolizin gibi birçok virulent faktörün rol oynadığı 
vurgulanmaktadır (Lee ve ark 2000). Ayrıca indirekt 
olarak yangısal cevaba ilişkin hücre hasarı da olu-
şabilmektedir (Barnett ve ark 1999, Spichler ve ark 
2007). Mikroorganizmaların böbrek ve karaciğer gibi 
parankimatöz organlara invazyonunu takiben yuka-
rıdaki virulent faktörleri aracılığıyla hastalık tablosu 
oluşmaktadır. Hastalıkta, karaciğerde santral nekroz 
(Lomar ve ark 2000), hepatositlerde apoptoz (Plank 
ve Dean 2000) ile böbreklerde intersitisyel nefritis 
ve tubular nekroz (Sitprija ve ark 1980, Yang ve ark 
2001) gözlendiği kaydedilmektedir. Sunulan bu çalış-
mada da Leptospirozlu hayvanlarda karaciğer ve böb-
rek dokularında gözlenen dejenerasyon, nekroz ile 
yangısal hücre infiltrasyonları literatürle uyum gös-
termektedir (Skilbeck ve ark 1988, Yener ve Keleş 
2001, da Silva ve ark 2005).

Genel olarak, hücre hasarının oluşumunda ROT’nin 
önemli rol oynadığı bilinmektedir. Yangının seyri sı-
rasında üretilen hidroksil radikali, süperoksit anyo-
nu ve hidrojen peroksit, ya yangı bölgesindeki löko-
sitlerden ya da antioksidan dengenin bozulması sonu-
cu hücre içerisinde üretilmektedir (Nordberg ve Ar-
ner 2001). Oluşan ROT, hücrede DNA hasarına, lipid 
peroksidasyonuna ve proteinlerdeki amino asitlerin 
oksidasyonuna neden olmaktadır (Evans ve ark 2004, 

Roy 2007).

Hasar görmüş proteinlerin yıkımlanması hücre içe-
risinde başlıca enerjiye bağımlı ubiquitin-proteazom 
yolu ile olmaktadır (Baumeister ve ark 1998). Ubiqui-
tin aracılı protein yıkımlanması stres yanıtı, hücre sik-
lusu, gen ekspresyonu ve apoptoz dahil bir çok hücre-
sel sürecin düzenlenmesinde önemli rol oynamakta-
dır (Pirim ve ark 2000, Cadima-Couto ve ark 2009). 
Sunulan bu çalışmada Leptospira spp. ile enfekte hay-
vanların karaciğer ve böbrek dokularında ubiquitin 
için yapılan immun boyanmalarda genel olarak yo-
ğun immunreaktivite gözlendi. Karaciğerde immun 
boyanmanın bazı hepatositlerde daha yoğun bazıla-
rında ise daha az olarak şekillenmesi, bu hücreler-
de ya farklı derecelerde hasar oluştuğu ya da hasarın 
farklı dönemlerini ifade ettiği yönünde yorumlanabi-
lir. Böbrek dokularında ise daha yoğun ve homojen 
bir immun boyanmanın bulunması, bu organda Lep-
tospiraların şiddetli yıkımlanmaya neden olduğunun 
bir göstergesi olabilir. Bu doku yıkımlanmasının ok-
sidatif strese bağlı olarak şekillenebileceğine ait bul-
gular, Erdogan ve ark (2008) tarafından bildirilmiş-
tir. Bu araştırıcılar yaptıkları çalışmada, doğal olarak 
Leptospira spp. ile enfekte 12 sığırda serum malon-
dialdehit ve nitrik oksit seviyelerinde yükselme oldu-
ğunu, buna karşın indirgenmiş glutatyon düzeyinde 
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Resim 3: Ubiquitin için immun boyama. (a) Kontrol grubu, karaciğer, immunreaktivite yok. (b) Leptospira enfekte bir hayvanda hepatositlerde 
intrasitoplazmik immun boyanma. X 185. (c) Kontrol grubu, böbrek, immun boyanma negatif. (d) Enfekte bir hayvanda tubul epitellerinde int-
rasitoplazmik immun boyanma. X 370. Streptoavidin-peroksidaz.
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ise belirgin azalma şekillendiğini göstererek Leptos-
pirozun patogenezinde ROT’nin etkin rol oynadığını 
belirtmişlerdir. Ubiquitin immun boyamalarında elde 
ettiğimiz sonuçlar ile yukarıda belirtilen çalışmanın 
verileri birlikte değerlendirildiğinde, Leptospirozda 
ROT’nin üretildiği, buna bağlı olarak protein hasarı-
nın oluştuğu ve hasarlı proteinlerin ubiquitin aracılı-
ğıyla yıkımlanmak üzere konjuge edildiği söylenebilir.

Oksidatif stres, hücrede protein hasarının yanı 
sıra DNA ve RNA’da da bozukluklara neden ol-
maktadır. Nükleik asitlerde ROT, guanin baz-
larında hidroksilasyona neden olarak DNA’da 
8-oxo-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin, RNA’da ise 
8-oxo-7,8-dihidroguanozin oluşturmaktadır (Kasai ve 
ark 1991). RNA oksidatif strese DNA’dan daha duyar-
lıdır (Fiala ve ark 1989, Wamer ve Wei 1997). Özel-
likle mRNA’ların intrasitoplazmik dağılımının yay-
gın olması, nispeten çok bulunması, tek zincir yapı-
sında bulunması ve koruyucu histonlar içermemele-
ri nedeniyle oksidatif hasara daha çok maruz kalabil-
mektedirler (Shan ve ark 2007). DNA’da oluşan oksi-
datif hasar DNA tamir mekanizmaları, RNA’dakiler ise 
kısmen hızlı yenilenme ile onarılmaktadır (Wamer ve 
ark 1997). mRNA’da oluşan oksidatif hasar hücrenin 
protein sentezini azaltmakta veya bozuk protein sen-
tezine yol açmaktadır (Shan ve ark 2007). Bunun so-

nucunda hücrede anormal nükleer ve kromatin mor-
folojisinin şekillenmesine neden olarak hücrenin yı-
kımlanmasına neden olmaktadır (del Prete ve ark 
2002). Sunulan bu çalışmada DNA ve RNA’da guanin 
hidroksilasyonunu göstermek amacıyla uygulanan 
8-OHG immun boyanmasında Leptospirozlu hayvan-
ların karaciğer ve böbrek dokularında yoğun immun-
reaktiviteler tespit edildi. Karaciğerde vena sentralis-
lerin çevresindeki hepatositlerde, daha çok çekirdek-
te ve/veya sitoplazmada, portal bölgeye yakın hepato-
sitlerde ise çoğunlukla sitoplazmada, böbreklerde de 
tubul epitellerinin sitoplazmalarında yoğun ve az sa-
yıda hücrenin de çekirdeklerinde immun boyanmala-
rın gözlenmesi bu iki organ arasında oluşan hasar de-
recelerinin farklılığını yansıtmaktadır. 

Sonuç olarak Leptospira spp. ile doğal enfekte sığır-
larda hastalığın patogenezinde oksidatif hasarın et-
kin bir rol oynadığı, hasara uğramış hücrelerde prote-
in yıkımlanmasının ubiquitin aracılığıyla yürütüldü-
ğü ve DNA ile RNA’da oksidatif hidroksilasyonun şe-
killendiği ortaya konuldu.

  Öneriler

Karaciğer ve böbrek dokularında 8-OHG için yapılan 
immun boyamalarda gözlenen immunreaktivite fark-
lılıkları, Leptospirozun patogenezinde oksidatif stre-
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Resim 4: 8-hidroksiguanozin immun boyaması. (a) Kontrol grubu, karaciğer, immunreaktive yok (b) Leptospirozlu bir hayvanda hepatositlerde 
intranükleer ve/veya intrasitoplazmik boyanma. X 185. (c) Kontrol grubu, böbrek, immun boyanma yok. (d) Enfekte bir hayvanda tubul epitel-
lerinde çoğunlukla intrasitoplazmik ve tek tük intranükleer boyanmalar. X 370. Streptoavidin-peroksidaz.
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sin dışında başka mekanizmaların da bulunabileceği-
ni düşündürmekte, bu nedenle daha ileri ve ayrıntılı 
çalışmaların gerekliliği tavsiye edilmektedir.
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