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ARASTIRMA MAKALESI

Sigir leptospirozunun patogenezinde ubiquitin ve 8-hidroksiguanozin’in rollerinin
immunohistokimyasal yontemlerle arastirilmasi
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Amag: Bu calismada, Leptospira spp. ile dogal enfekte sigir-
larin karaciger ve bobrek dokularinda olusan hasarda ubi-
quitin ve 8-hidroksiguanozin’in (8-OHG) rolleri arastiril-
migtir.

Gereg¢ ve Yontem: Leptospirozlu (n=7) ve saglikli kontrol
grubu (n=7) hayvanlarda, bu molekiillere spesifik poliklo-
nal antikorlar kullanilarak indirekt immunoperoksidaz me-
todu ile antijenlerin dokulardaki lokalizasyonlar1 belirlendi.

Bulgular: Leptospirozlu hayvanlarin karaciger hepatositle-
ri ve bobrek tubul epitellerinde ubiquitin antikoruna karsi
intrasitoplazmik immun boyanma tespit edildi. 8-OHG im-
mun boyanmasinin karaciger hepatositlerinde intrasitop-
lazmik ve/veya intraniikleer, bobrek tubul epitellerinde ise
cogunlukla intrasitoplazmik olarak lokalize oldugu gozlen-
di.

Oneriler: Leptospirozun patogenezinde doku hasari olusu-
munda ubiquitin ile 8-OHG’nin rol oynadig1 ortaya konula-
rak, bu molekiillere iliskin mekanizmalar1 daha detayli an-
layabilmek i¢in ayrintili calismalarin gerekliligi 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.
Eurasian ] Vet Sci, 2010, 26, 1, 33-38

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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» Giris

Leptospirozis, insan ve gesitli hayvan tiirlerinde, pa-
tojen Leptospira interrogans serovarlari tarafindan
olusturulan ve diinyada yaygin olarak goritilen zoono-
tik bir hastaliktir (WHO 1999, Michel ve ark 2002).
Sigir leptospirozu istahsizlik, yiiksek ates, sarilik, he-
moglobinuri, hemolitik anemi, infertilite, abortus, 6li
dogum ve septisemi ile karakterizedir (Ellis 1984,
Langoni ve ark 1999, Dutta ve Christopher 2005).
Ulkemizde Dogu Anadolu Bolgesinde serolojik yon-
temler ile yapilan ¢alismalar sonucunda sigirlarda en
fazla L. grippotyphosa ve L. hardjo tespit edildigi ra-
por edilmistir (Tuncel ve Ogiitman 1975, Bulu ve ark
1990, Cetinkaya ve ark 1999, Sahin ve ark 2002).

Leptospira enfeksiyonlarinda karacigerde nekroz
(Lomar ve ark 2000) ve apoptoz sekillendigi (Plank
ve Dean 2000), bobreklerde intersitisyel nefritis mey-
dana geldigi kaydedilmektedir (Sitprija ve ark 1980,
Thompson ve Manktelow 1989, Yang ve ark 2001). Bu
organlarda meydana gelen lezyonlarin patogenezi ile
ilgili calismalar ise kisithdir.

Doku hasarimin olusumunda reaktif oksijen tiirleri-
nin (ROT) dnemi bilinmektedir. Metabolik siirecin bir
parcasi olarak hiicreler siirekli ROT iiretmekte, an-
cak fizyolojik kosullarda tiretilen bu ROT antioksidan
mekanizmalar ile temizlenmektedir (Nordberg ve Ar-
ner 2001). Fiziksel, kimyasal ve enfeksiyoz nedenlere
iliskin olarak tretilen asir1 miktardaki ROT ile bunla-
r1 temizleyen mekanizmalar arasindaki dengenin bo-
zulmasi sonucu hiicrenin lipid, protein ve niikleik asit
gibi molekdlleri hasara ugrayabilmektedir. Bu stirec-
te, hasarli proteinlerin yikimlanmasinda hiicrelerin
sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde bulunan, 1s1iya dayanik-
11, 76 amino asitli bir protein olan ubiquitin 6nemli bir
rol oynamaktadir (Yamao 1999, Selvarajah ve Mou-
men 2010). Ubiquitin ile konjuge olan proteinler, hiic-
re icerisinde yer alan ve 26S proteazom olarak adlan-
dirilan proteaz parcacigl ile yikimlanirlar (Baumeis-
ter ve ark 1998). ROT tarafindan saldiriya ugrayan
DNA ve RNA'da, hiicre hasarinin baslangicinda guanin
bazlarindan 8-Hidroksiguanozin (8-OHG) olusturulur
(Fialave ark 1989). Bu nedenle niikleik asitlerde mey-
dana gelen hasarin bir gostergesi olarak, 8-OHG'ne
karsi iretilen antikorlardan yararlanilarak hasar-
11 DNA ve RNA molekiilleri dokularda tespit edilebilir.

Bu ¢alismanin amaci, dogal olarak Leptospira spp. ile
enfekte sigirlarin karaciger ve bobrek dokularinda-
ki hasarlarin olusumunda bir oksidatif stres belirte-
ci olan 8-OHG ve hasarli proteinlerin yikimlanmasi-
na neden olan ubiquitinin rol alip almadigin belirle-
mekKtir.

» Gerec¢ve Yontem

Calisma materyalini, 2004-2007 yillar1 arasinda Kaf-
kas Universitesi Veteriner Fakiiltesine getirilen ve
yaslari 1 ile 6 y1l arasinda degisen 7 adet Leptospiroz-
lu sigir olusturdu. Bu hayvanlardan 3'ii I¢ Hastalikla-
1 Klinigine ates ve sarilik bulgulari ile getirilen an-
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cak tedavi slirecinde 6len, 4’ii Patoloji Anabilim Dali-
na nekropsi amaciyla getirilen 6lmiis sigirlardan olus-
maktaydi. Canli hayvanlardan idrar 6rnekleri alinarak
karanlik saha mikroskobu ile incelendi. Kontrol amaci
ile klinik olarak saglikli ve mezbahada kesimi yapilan
7 adet saglikl sigir kullanildi.

Sistemik nekropsileri yapilarak makroskobik olarak
incelenen 7 adet Leptospirozlu sigirdan histopatolo-
jik incelemeler i¢in tim organlardan doku drnekleri
alindi. Toplanan doku 6rnekleri %10’luk nétral for-
malin soliisyonunda tespit edildi. Rutin yontemlerle
hazirlanan parafin bloklardan 5p kalinliginda kesitler
alinarak hematoksilen-eozin ile boyandi.

Leptospiral antijenleri ortaya koymak amaciyla Lep-
tospiroz siipheli ve kontrol hayvanlarin karaciger ve
bobrek dokularindan 4 pm kalinliginda kesitler poly-
L-Lyzin kapl lamlara alinarak immunoperoksidaz
yontemi ile boyandi. Adana Veteriner Kontrol ve Aras-
tirma Enstitiistinden temin edilen L. grippotyphosa hi-
perimmun serumu (1/100 dilusyonda) ile inkiibe edi-
len doku kesitlerinde streptoavidin-peroksidaz ticari
kiti (Zymed Histostain-Plus Bulk Kit, Invitrogen Ltd,
UK) ve AEC (Sigma AEC Chromogen Kit, USA) kullani-
larak antijenlerin lokalizasyonlari belirlendi.

Leptospira spp. ile enfekte ve kontrol hayvanlarin
karaciger ve bobrek dokularinda ubiquitin (rabbit
anti-ubiquitin polyclonal antibody, GeneTex, USA)
ve 8-OHG (Goat anti-8-Hydroxyguanosine antibody,
USBiological, USA) antikorlar1 sirasiyla 1/100 ve
1/200 dilusyonlarinda kullanilarak, streptoavidin-
peroksidaz metodu ve DAB (Zymed Liquid DAB-Plus
Substrate Kit, Invitrogen Ltd, UK) ile dokularda ubi-
quitin ve 8-OHG'nin antijenik lokalizasyonlar1 belir-
lenmeye calisildi. Negatif kontrol amaciyla primer an-
tikor yerine nonimmun serum kullanilarak ayni yon-
temler tekrar edildi.

» Bulgular

Klinige getirilen hayvanlarin idrar 6rneklerinin ka-
ranlik saha mikroskobunda dogrudan incelenmesin-
de 3 hayvanda da Leptospira yoniinden pozitif sonug
gozlemlendi.

Nekropsileri yapilan hayvanlarin makroskobik incele-
melerinde degisen derecelerde sarilik ve anemi goz-
lendi. Karacigerler biiyimiis, yumusak kivamda, sa-
rimsi1 renkte ve petesiyel kanamalar icermekteydi.
Bobrekler siskin ve 6demli olup, kapsula kaldirildi-
ginda parankimde beyaz renkte odaklar tespit edil-
di. Akciger, kalp, mezenteriyel ve mediastinal lenf di-
giimlerinde de petesiyel kanamalar belirlendi.

Histopatolojik incelemelerde Leptospirozlu hayvan-
larda karacigerde vena sentralislerin ¢evresinde daha
fazla olmak tlizere gelisigiizel dagilimli dejeneratif ve
nekrotik hepatositler goriildi. Nekrotik alanlarda ve
portal bolgelerde lenfosit, plazma hiicresi, makro-
faj ile az miktarda nétrofil graniilosit iceren yangi-
sal hiicre infiltrasyonlar1 belirlendi (Resim 1a). Bob-
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reklerde proksimal ve distal tubul epitellerinde yay-
gin nekrozlar goriildii. Tubul limenlerinde dokiilmiis
epitel hiicreleri ve hiyalin silindirleri ile intersitisyel
bolgelerde fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
tespit edildi (Resim 1b). Kontrol hayvanlarin karaci-
ger ve bobrek dokularinda herhangi bir patolojik bul-
guya rastlanmadi.

Leptospira antijenlerine karsi uygulanan immuno-
histokimyasal yontemlerde karacigerde hepatositler,
Kupffer hiicreleri ve makrofajlarin sitoplazmalarin-

sim 3d) sitoplazmalarinda immun boyanma belirlen-
di.

8-Hidroksiguanozin immun boyanmalarinda kontrol
grubu hayvanlarin karaciger (Resim 4a) ve bobrek
(Resim 4c) dokularinda boyanma gézlenmedi. Lep-
tospirozlu hayvanlarda hepatositlerin cekirdek ve/
veya sitoplazmalarinda (Resim 4b), tubul epitelleri-
nin (Resim 4d) ise ¢ogunlukla sitoplazmalarinda im-
mun boyanma tespit edildi.

Resim 1: (a) Leptospirozlu bir sigir karacigerinde sentrilobuler alanda daha yogun olmak lizere dejeneratif ve nekrotik hepatositler ve (b)
bébrekte tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, tubul liimenlerinde dokiilmiis epiteller ve hiyalin silindirleri ile intersitisyel alanda mo-

nontikleer hiicre infiltrasyonlari. X 185. H.E.

da immun boyanma tespit edildi (Resim 2a). Bobrek-
te proksimal ve distal tubul epitellerinin sitoplazmasi
ve tubul liimenleri ile intersitisyel bélgede yogun im-
munreaktivite belirlendi (Resim 2b). Kontrol hayvan-
larin karaciger ve bobrek dokularinda Leptospira an-
tijenleri immunohistokimyasal yontemlerle gozlen-
medi.

» Tartisma

Sigir Leptospirozunda olusan klinik ve patolojik bul-
gular iyi tanimlanmis olmasina ragmen, hastalikta
meydana gelen degisikliklerin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Makroskobik ve mikroskobik olarak
karaciger ve bobrek dokularinda sekillenen patolojik

Resim 2: Leptospiral antijenlerin immunohistokimyasal olarak belirlenmesi. (a) Karacigerde hepatositler ve Kupffer hiicrelerinin sitoplaz-
malart ile hiicre dist yerlesimli, (b) bobrekte ise tubul epitelleri ile tubul liimenlerinde pozitif reaksiyonlar. X 370. Streptoavidin-peroksidaz

Ubiquitin i¢in yapilan immunohistokimyasal boyama-
larda, karaciger (Resim 3a) ve bobrek (Resim 3c) do-
kusunda kontrol grubu hayvanlarda immunreaktivi-
teye rastlanmazken, Leptospira pozitif hayvanlarda
hepatositlerin (Resim 3b) ve tubul epitellerinin (Re-
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degisiklikler ise detayl olarak tanimlanmistir (Yener
ve Keles 2001, Dutta ve Christopher 2005).

Leptospirozun patogenezinde etkenin yapisinda yer
alan lipopolisakkarid, glikoprotein, sfingomyelinaz,
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Resim 3: Ubiquitin i¢cin immun boyama. (a) Kontrol grubu, karaciger, immunreaktivite yok. (b) Leptospira enfekte bir hayvanda hepatositlerde
intrasitoplazmik immun boyanma. X 185. (c) Kontrol grubu, bébrek, immun boyanma negatif. (d) Enfekte bir hayvanda tubul epitellerinde int-

rasitoplazmik immun boyanma. X 370. Streptoavidin-peroksidaz.

hemolizin gibi bir¢ok virulent faktoriin rol oynadig:
vurgulanmaktadir (Lee ve ark 2000). Ayrica indirekt
olarak yangisal cevaba iliskin hiicre hasar1 da olu-
sabilmektedir (Barnett ve ark 1999, Spichler ve ark
2007). Mikroorganizmalarin boébrek ve karaciger gibi
parankimat6z organlara invazyonunu takiben yuka-
ridaki virulent faktorleri araciligiyla hastalik tablosu
olusmaktadir. Hastalikta, karacigerde santral nekroz
(Lomar ve ark 2000), hepatositlerde apoptoz (Plank
ve Dean 2000) ile bobreklerde intersitisyel nefritis
ve tubular nekroz (Sitprija ve ark 1980, Yang ve ark
2001) gozlendigi kaydedilmektedir. Sunulan bu c¢alis-
mada da Leptospirozlu hayvanlarda karaciger ve bob-
rek dokularinda gozlenen dejenerasyon, nekroz ile
yangisal hiicre infiltrasyonlar: literatiirle uyum gos-
termektedir (Skilbeck ve ark 1988, Yener ve Keles
2001, da Silva ve ark 2005).

Genel olarak, hiicre hasarinin olusumunda ROT’nin
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Yanginin seyri si-
rasinda tretilen hidroksil radikali, siiperoksit anyo-
nu ve hidrojen peroksit, ya yangi bolgesindeki 16ko-
sitlerden ya da antioksidan dengenin bozulmasi sonu-
cu hiicre icerisinde liretilmektedir (Nordberg ve Ar-
ner 2001). Olusan ROT, hiicrede DNA hasarina, lipid
peroksidasyonuna ve proteinlerdeki amino asitlerin
oksidasyonuna neden olmaktadir (Evans ve ark 2004,
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Roy 2007).

Hasar goérmiis proteinlerin yikimlanmasi hiicre ige-
risinde baslica enerjiye bagiml ubiquitin-proteazom
yolu ile olmaktadir (Baumeister ve ark 1998). Ubiqui-
tin aracili protein yikimlanmasi stres yanity, hiicre sik-
lusu, gen ekspresyonu ve apoptoz dahil bir ¢ok hiicre-
sel siirecin diizenlenmesinde énemli rol oynamakta-
dir (Pirim ve ark 2000, Cadima-Couto ve ark 2009).
Sunulan bu calismada Leptospira spp. ile enfekte hay-
vanlarin karaciger ve bobrek dokularinda ubiquitin
icin yapilan immun boyanmalarda genel olarak yo-
gun immunreaktivite gozlendi. Karacigerde immun
boyanmanin bazi hepatositlerde daha yogun bazila-
rinda ise daha az olarak sekillenmesi, bu hiicreler-
de ya farkli derecelerde hasar olustugu ya da hasarin
farkli donemlerini ifade ettigi yoniinde yorumlanabi-
lir. Bébrek dokularinda ise daha yogun ve homojen
bir immun boyanmanin bulunmasi, bu organda Lep-
tospiralarin siddetli yikimlanmaya neden oldugunun
bir gostergesi olabilir. Bu doku yikimlanmasinin ok-
sidatif strese baglh olarak sekillenebilecegine ait bul-
gular, Erdogan ve ark (2008) tarafindan bildirilmis-
tir. Bu arastiricilar yaptiklar: calismada, dogal olarak
Leptospira spp. ile enfekte 12 sigirda serum malon-
dialdehit ve nitrik oksit seviyelerinde ytlikselme oldu-
gunu, buna karsin indirgenmis glutatyon diizeyinde
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Resim 4: 8-hidroksiguanozin immun boyamasi. (a) Kontrol grubu, karaciger, immunreaktive yok (b) Leptospirozlu bir hayvanda hepatositlerde
intrantikleer ve/veya intrasitoplazmik boyanma. X 185. (c) Kontrol grubu, bobrek, immun boyanma yok. (d) Enfekte bir hayvanda tubul epitel-
lerinde ¢ogunlukla intrasitoplazmik ve tek tiik intraniikleer boyanmalar. X 370. Streptoavidin-peroksidaz.

ise belirgin azalma sekillendigini gostererek Leptos-
pirozun patogenezinde ROT’'nin etkin rol oynadigim
belirtmislerdir. Ubiquitin immun boyamalarinda elde
ettigimiz sonuglar ile yukarida belirtilen ¢alismanin
verileri birlikte degerlendirildiginde, Leptospirozda
ROT’nin iretildigi, buna bagh olarak protein hasari-
nin olustugu ve hasarl proteinlerin ubiquitin aracili-
giyla yikimlanmak tizere konjuge edildigi sdylenebilir.

Oksidatif stres, hiicrede protein hasarinin yani
sira DNA ve RNAda da bozukluklara neden ol-
maktadir. Niikleik asitlerde ROT, guanin baz-
larinda hidroksilasyona neden olarak DNA'da
8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin, RNA'da ise
8-0x0-7,8-dihidroguanozin olusturmaktadir (Kasai ve
ark 1991). RNA oksidatif strese DNA'dan daha duyar-
lidir (Fiala ve ark 1989, Wamer ve Wei 1997). Ozel-
likle mRNAlarin intrasitoplazmik dagiliminin yay-
gin olmasi, nispeten ¢ok bulunmasi, tek zincir yapi-
sinda bulunmasi ve koruyucu histonlar icermemele-
ri nedeniyle oksidatif hasara daha ¢ok maruz kalabil-
mektedirler (Shan ve ark 2007). DNA'da olusan oksi-
datif hasar DNA tamir mekanizmalari, RNA'dakiler ise
kismen hizli yenilenme ile onarilmaktadir (Wamer ve
ark 1997). mRNA'da olusan oksidatif hasar hiicrenin
protein sentezini azaltmakta veya bozuk protein sen-
tezine yol agmaktadir (Shan ve ark 2007). Bunun so-
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nucunda hiicrede anormal niikleer ve kromatin mor-
folojisinin sekillenmesine neden olarak hiicrenin yi-
kimlanmasina neden olmaktadir (del Prete ve ark
2002). Sunulan bu ¢alismada DNA ve RNA'da guanin
hidroksilasyonunu gostermek amaciyla uygulanan
8-OHG immun boyanmasinda Leptospirozlu hayvan-
larin karaciger ve bobrek dokularinda yogun immun-
reaktiviteler tespit edildi. Karacigerde vena sentralis-
lerin ¢evresindeki hepatositlerde, daha ¢ok cekirdek-
te ve/veya sitoplazmada, portal bélgeye yakin hepato-
sitlerde ise ¢ogunlukla sitoplazmada, bobreklerde de
tubul epitellerinin sitoplazmalarinda yogun ve az sa-
yida hiicrenin de ¢ekirdeklerinde immun boyanmala-
rin gozlenmesi bu iki organ arasinda olusan hasar de-
recelerinin farklihigini yansitmaktadir.

Sonuc olarak Leptospira spp. ile dogal enfekte sigir-
larda hastalifin patogenezinde oksidatif hasarin et-
kin bir rol oynadigi, hasara ugramis hiicrelerde prote-
in yikimlanmasinin ubiquitin araciligiyla ytritildi-
gl ve DNA ile RNA'da oksidatif hidroksilasyonun se-
killendigi ortaya konuldu.

» Oneriler

Karaciger ve bobrek dokularinda 8-OHG i¢in yapilan
immun boyamalarda gézlenen immunreaktivite fark-
liliklari, Leptospirozun patogenezinde oksidatif stre-
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sin disinda baska mekanizmalarin da bulunabilecegi-
ni diisiindiirmekte, bu nedenle daha ileri ve ayrintili
calismalarin gerekliligi tavsiye edilmektedir.
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