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OZET

Salmonella typhimurium’ un hiicre iginde olusturdugu infeksiyonun patogenezinin agiklanabilmesi, bir ¢ok etkenin hiicre ici
infeksiyonunun patogenezinin de agiklanmasinda yardimci olabilir. Fare peritoneal makrofajlarinda hazirlanan hiicre i¢i in-
feksiyon modeli 6zellikle iilkemiz arastirma kosullarinda “diisiik maliyetli”, ancak bir “nis” olusturabilecek ¢alismalar yara-
tabilir, hatta yurt disindaki arastirma kuruluslari ile isbirligi kosullar1 da olusturabilir. Bu ¢alismada Salmonella typhimuri-
um’ a kars1 direngli oldugu bilinen C57/BL farelerin peritoneal makrofajlar: hiicre kiiltiirii kosullarinda infekte edilmis ve Ho-
echst 33342 ve propidium iodide boyalart ile hiicrelerin apoptoz yanitlar1 degerlendirilmistir. Sonug olarak C57/BL farelerin
olusturdugu apoptoz yanitinin “nekrotik” dogada oldugu sonucuna varilmistir.
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SUMMARY

Evaluation of Acute Phase Apoptosis-Necrosis Responses in Peritoneal Macrophages of Mice Resistant to
Salmonella typhimurium

Probable explanations of the pathogenesis of intracellular infections of Salmonella typhimurium can be of help for the exp-
lanations of other intracellular pathogenes’ s infections. Studies on these intracellular infection models with mouse peritone-
al macrophages may be useful in establishing “low cost” research areas, and may support probable studies which can be de-
fined as “niches”, especially in our country research conditions, and even may be helpful to build up collaberative research
studies with foreign research laboratories. In this sudy, peritoneal macrophages of C57/BL mice which is known to be resis-
tant to Salmonella typhimurium, were infected with Salmonella typhimurium, and apoptosis responses were evaluated by Ho-
echst 33342 and propidium iodide dyes. As a result, we may say that the nature of the “resistant” response of C57/BL is mostly
of “necrotic” origin.
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GiRiS
Fizyolojik hiicre 6liimii, konak genomu tarafindan
kodlanan proteinlerle yonlendirilen bir mekanizmay-
la, bir organizma i¢indeki bir hiicre 6ldiigiinde orta-
ya cikar. Bu siirecin amaci, istenmeyen konak hiicre-
lerini 6ldiirmektir. Oldiirme siireci {ic amagla ortaya
cikar: 1. Gelisme ve homeostaz i¢in, 2. Savunma me-
kanizmasi olarak, 3. Yaslanma icin (1). Tek hiicreli
canlilarda ise, cok hiicrelilere benzer bir yaslanma
veya oliim siireci oldugu simdiye kadar bilinmese
de, son zamanlarda yapilan caligmalarda tek hiicreli
canlilarin kendi nesillerinin yagamini siirdiirmesi le-
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hine intihar edebildiklerini bildiren ¢aligmalar art-
maktadir (2).

Hiicre i¢i bir bakteri olan Salmonella typhimurium’
un apoptozla iligkileri de son derecede ilgi ¢ekicidir.
Bu bakterilerin apoptoza neden olabilmesi i¢in inva-
zif olmalar1 gerektigi ileri siiriilmiistiir (3). Ancak bir
bagka calismada da, makrofajlarin invazif etkenlerle
degil, ekzojen etkenlerle apoptoza gittigi ileri siiriil-
miistiir (4).

S. typhimurium infeksiyonuna direngte nitrik oksid
(NO) iiretiminin rolii bilinmektedir (5), C57BL fare-
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lerin bakteri ile infeksiyonunda yiiksek NO yanit1 el-
de edilmis (6), ayrica alkol alimmin C57BL fareler-
de S. typhimurium infeksiyonuna direnci diisiirdiigii
tespit edilmistir (7). BALB/c farelerin ise S. typhi-
murium infeksiyonuna duyarli oldugu bilinmektedir
(8). Literatiirde direncli farelerin apoptozla iligkileri
ele alinmamistir. Bu calismada S. typhimurium in-
feksiyonuna direncli farelerin bu 6zelliklerinin apop-
tozla iligkisi sorgulanacaktir.

GEREC ve YONTEM

Sus: Salmonella typhimurium, KUEN 1357, S1-28-
9. Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikroorganizma Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Aragtirma ve Uygulama Merkezi’
nden saglanmistir. Kiiltiirler infekte edilmeden 6nce
bakteriler, optimal lireme konumuna ulagmalart icin,
Luria-Bertoni Medium (LBM: Bacto Tryptone 10.0
gr, yeast extract 5.0 gr, NaCl 5.0 gr, Bacto agar 15.0
gr, Deionize su 800 mL)’ da bir gece 37°C’ de inkii-
be edilmislerdir.

Fareler: Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Multidisiplin Laboratuvari, Deney Hayvanlar1 Mer-
kezi’ nden saglanan BALB/c ve C57 fareler ¢alisma-
da kullanilmigtir. Calismaya yalmizca 8-12 haftalik
disi fareler alinmustir.

Peritoneal makrofajlarin eldesi: Calismalarda uya-
rilmamig, dogal halde elde edilen makrofajlar kulla-
nilmistir. BALB/c ve C57 fareler arasindaki direng
farkliliklarin1 gostermek i¢in, 96’ lik pleyt ¢alismala-
rma paralel gidecek sekilde BALB/c fareler de katil-
mugtir. Makrofajlarin eldesi Ellerman-Eriksen ve ark
(9), tammladig1 sekilde yapilmistir, Fareler usuliine
uygun olarak servikal dislokasyonla oldiirtildiikten
sonra, sirtlistii yatirilarak ekstre-mitelerinden igne-
lenmigtir. Karin derisi alkolle silindikten sonra steril
makasla karin boslugu agilarak, % 5 fetal calf serum
(FCS) lu-heparinli (0, 4 mL/100 mL)-steril fosfatla
tamponlanmig tuzlu suyla (PBS) periton boslugu yi-
kanmig ve makrofajlar uygun kosullarda laboratuar
ortamina alinmistir. Makrofajlar steril kosullarda %
5’ lik FCS’ lu RPMI-1640 (10. 000 U/mL Penisi-
lin+10 mg/mL Streptomisin) ile yikanarak sayimlari
yapilmis ve 2x106/mL olacak sekilde 24 gozlii pleyt-
lere lamellerin iizerine dagitimlart yapilmis, daha
sonra 37°C ve % 5 CO,’ li ortamda bir gecelik kon-

trol inkiibasyonlar1 yapilmistir. Ertesi giin M.O.I
(multiplicity of infection) 1:1 olacak sekilde hiicreler
60 dakika 37°C, % 5 CO,’ li ortamda infekte edil-
mig, siirenin sonunda 200 mg/mL gentamisinli
RPMI-1640 ile cukurlar 3 kez yikanmis, boylece
hiicre disindaki bakteriler oldiiriilmiistiir. Bir ¢cok ca-
lisma bu antibiyotigin hiicre ici bakterilerin liremesi-
ni engellemedigini gostermistir (10) Bu asamadan
sonra makrofajlarin 100 mg/mL gentamisin iceren
RPMI-1640 ile 37°C, % 5 CO,’ 1i ortamda inkiibas-
yonu stirdiirilmiistiir.

Apoptozun degerlendirilmesi: Deneylerde 24 saat-
lik sonuglar degerlendirilmistir. Deneylerde C57 fa-
relerin makrofajlarinda olusacak olasi apoptoz-nek-
roz, Hoechst 33342 (HOE) ve propidium iodide (PI)
boyalar ile saptanmistir (11). Yontem kisaca soyle-
dir: Hiicreler 15 dakika 37°C’ de HOE ile inkiibe
edilmis (5 mg/mL, PBS’ te). Siire sonunda hiicreler
sicak PBS ile yikandiktan sonra hemen PI (1mg/mL
PBS’ te) ile boyanip, lamel pleytten kaldirilmis ve la-
ma kapatilip floresan mikroskopta (Jena Lumar, Carl
Zeiss Jena, Germany) (eksitasyon dalga boyu 330-
380; engelleme filtresi: 420 nm) apoptoza giren-nek-
roza giren hiicreler degerlen-dirilmistir.

Boya bize canli hiicreleri (normal ¢ekirdek); mem-
brana yapisik apoptotik hiicreleri (parlak mavi kro-
matin); membran-gegirgen apoptotik hiicreleri (par-
lak kirmizi kromatin); nekrotik hiicreleri (kirmizi,
biiytimiis ¢ekirdek); piknotik/nekrotik hiicreleri (par-
lak kirmizi-pargali ¢ekirdek) goriintiileyebimektedir.
Bu boyayla hiicreler sayilarak indeks c¢ikarilmis ve
hiicrelerin apoptoza m1 / nekroza mi gittigi sorusuna
yanit bulunmaya caligilmastir.

Bakterilerin hiicre i¢i yerlesiminin degerlen-diril-
mesi: Benzer kosullarda 96’ lik pleytlerde hazirlan-
mis makrofaj kiiltiirlerindeki (5x105) bakteriler de
(M.O.I 1:1), aym siirelerde inkiibe edilmis ve 24 saa-
tin sonunda, makrofajlarin steril distile suyla patlatil-
masindan sonra LB besiyerine koloni ekimi yapila-
rak 37°C’ de CFU (colony forming unit) cinsinden
olusumlari degerlendi-rilmistir.

BULGULAR

LBM’ de yapilan CFU degerlendirmelerinde 24 saat
sonunda, BALB/c farelerin peritoneal makro-fajla-
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rinda (3x104 bakteri/mL) ve C57 farelerin peritoneal
makrofajlarindaki (3x103 bakteri/mL) bakterilerin
iremelerinde farklilik goriilmektedir (Sekil 1).

M.O.I 1:1 ile infekte edilmis makrofajlarin apoptoz-
nekroz oranlar1 Sekil 2’ de sunuldugu gibidir. Yirmi
dort saat sonunda direngli olan hiicrelerde “% 6liim
indeksi” nekroza egilimli bulunmustur (% 25 apop-
toz - % 75 nekroz).

TARTISMA

S. typhimurium insanlarda sinirlt bir gastroenterit ya-
parken, farelerde tifo benzeri sistemik bir hastaliga
neden olur. S. typhimurium kiiltiir ortaminda kargi-
lagtiklart duyarli hiicrelerin membranlarin1 bozarak
hiicre igine girerler (10).

Calismamizda BALB/c ve C57 farelerde ilk 24 saat

Sekil 1.Salmonella typhimurium’a diren¢li (C57) ve duyarli
(BALB/c) farelerde 24 saat sonundaki hiicre i¢i bakteri tiremeleri
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Sekil 2.Salmonella typhimurium’a direngli (C57) farelerde 24 saat
sonundaki olusan apoptoz-nekroz 6liim indeksi(%).
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boyunca, hiicre icindeki bakteri iiremeleri arasinda
anlaml fark goriilmiistiir. Bu fark direng-duyarlilik
paternleri arasindaki farki yansitmaktadir.

S. typhimurium’ a direncli farelerin makrofajlarinda
24 saatte olusan apoptoz-nekroz indeksinin, nekroz
lehine oldugu goézlenmistir. S. typhimurium’ a di-
rengli olan C57 farelerin 24 saat icinde BALB/c fa-
relere oranla, hiicre i¢cine daha az bakteri aldiklari, bu
stire¢ boyunca da “nekroz” un 6n planda oldugu go-
rilmiistiir.

Hiicre icine girisi sirasinda S. typhimurium, hiicre i¢i
kalsiyum diizeyleri, fosfolipaz A2 aktivitesi ve 16-
kotrien iiretimi gibi ikincil mesajcilarin artigini, pro-
tein kinaz artigim tetikler. ikincil mesajcilar prog-
ramlanmuis hiicre 6liimiiniin (apoptoz) aktivasyonun-
da rol oynayabilir (1). Bu bulgular elde etti§imiz so-
nuglarda, “nekroz” un 6n planda olusunu destekler
niteliktedir.

Bu deneysel modellerle yapilan ¢aligmalar aragtir-
mactya hem infeksiyon modelini ayrintisiyla tasarla-
ma sansi tanimakta hem de infeksiyon etkenlerinin
patojenitelerini tanimlama sansi yaninda, ayni za-
manda bagisiklik sisteminin ¢alisma kosullar1 hak-
kinda karsilikli bilgi verebilmektedir.

Bundan sonraki deneylerde, S. typhimurium’ a di-
rengli ve duyarl farelerin apoptoz-nekroz yanitlari-
nin kargilagtirilmasi ve bu yanitlara eslik eden olasi
yolaklar1 (pathway) irdelemeye calisacagiz.
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