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OZET

Pulmoner aspergilloz, 6zellikle nétropenik hastalarda goriilen 6nemli bir firsat¢i enfeksiyon olup, en
sik Aspergillus fumigatus tarafindan olusturulmaktadir. Enfeksiyonun patogenezi tam olarak aciklik kazan-
mamis olmakla birlikte, temel mekanizmanin hiicresel bagisiklik ve sitokin yaniti oldugu belirtiimektedir.
Bu calismada, deneysel olarak pulmoner aspergilloz olusturulan sicanlarin akciger dokularinda bolgesel
sitokin Gretiminin ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile arastiriimasi amaclanmustir.
Deney Hayvanlari Etik Kurulu onay: ile gerceklestirilen calismada, Wistar albino cinsi 33 adet disi sican
kullanilmis; deneklerden 25’ intratrakeal yolla A.fumigatus ile enfekte edilirken, sekizi kontrol olarak ay-
rilmistir. Enfekte sicanlarin akciger dokularinda A.fumigatus varligi, kantitatif kiltir ve histolojik boyama
ile dogrulanmistir. Hasta ve kontrol grubundaki deneklerin akciger doku orneklerinden RNA izolasyonu
ticari bir kit ile (Qiagen, Almanya) yapilmistir. Genomik RNA'dan komplementer DNA eldesi gergeklesti-
rildikten sonra interl6kin-10 (IL-10), timor nekroz faktori-alfa (TNF-a) ve interferon gama (IFN-y) sito-
kinlerine 6zgul primerler (Tib Molbiol, Aimanya) kullanilarak, “in-house” kalitatif ve kantitatif (gercek za-
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manl) PCR yontemleri uygulanmis ve hedef bolgeler cogaltiimistir. Gercek zamanli PCR ile IL-10, TNF-a
ve IFN-y icin elde edilen ortalama mRNA diizeyleri aspergillozlu grupta sirasiyla; 6.5 x 10° kopya/ml, 7.9
x 10° kopya/ml ve 2.2 x 103 kopya/ml olarak bulunurken, bu degerler kontrol grubunda sirasiyla; 4.3 x
102 kopya/ml, 5.6 x 10% kopya/ml ve 1.3 x 102 kopya/ml olarak hesaplanmistir. Calismamizda, aspergil-
loz sican modelinde IL-10 ve TNF-a mRNA ifadelenmesinin kontrol grubuna gére anlamli diizeyde fark-
I oldugu (p< 0.05), IFN-y mRNA ifadelenmesinin ise gruplar arasinda farkllik géstermedigi (p= 0.53) sap-
tanmistir. Bu verilere gore, proinflamatuvar sitokinlerin yapimi ile fagositer hiicrelerin bu bélgeye goci
arasinda iliski olabilecegdi dustintlmistur. Akciger dokusunda TNF-a ve IL-10 sitokin yapiminin yiiksek dii-
zeyde olmasi, bolgesel doku yikiminin sinirlandiriimasinda etkili olsa da, enfeksiyonun ortadan kaldirilma-
sinda genellikle yetersiz kalindigini da isaret etmektedir.

Anahtar sézciikler: Pulmoner aspergilloz; hayvan modeli; ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu;
mRNA ifadelenmesi; IL-10; TNF-a; IFN-y.

ABSTRACT

Pulmonary aspergillosis which is an important opportunistic infection in neutropenic patients, is
usually caused by Aspergillus fumigatus. Since the pathogenesis of disease is not well understood, the
main proposed mechanism is thought to be cell-mediated immunity and cytokine response. The aim
of this study was to investigate the local production of cytokines in the lung tissues of rats with expe-
rimentally developed aspergillosis, by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). A to-
tal of 33 Wistar albino type rats were included in the study with the consent of Experimental Animal
Ethics Committee. Twenty-five of the rats were infected with A.fumigatus by intratracheal way, while 8
animals were used as controls. The presence of A.fumigatus in the lung tissues of infected rats was con-
firmed with the use of quantitative culture and histologic staining methods. RNA isolation from the
lung tissue samples of both groups were performed by a commercial kit (Qiagen, Germany). After ob-
taining complementary DNAs from the genomic RNAs, in-house qualitative and quantitative (real-ti-
me) PCR methods were used to amplify the target regions for interleukin-10 (IL-10), tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) and interferon-gamma (IFN-y) by using specific primers (Tib Molbiol, Germany).
Mean mRNA levels achieved by real-time PCR for IL-10, TNF-a and IFN-y in aspergillosis group were
6.5 x 10° copies/ml, 7.9 x 10° copies/ml and 2.2 x 103 copies/ml, respectively, while those values in
control group were 4.3 x 102 copies/ml, 5.6 x 103 copies/ml and 1.3 x 10? copies/ml, respectively.
Our data indicated that rat model of aspergillosis was associated with significantly increased expressi-
on of MRNA encoding IL-10 and TNF-a than controls (p< 0.05), however there was no statistically sig-
nificant difference between the groups with respect to IFN-y expression (p= 0.53). In conclusion, the
production of proinflammatory cytokines which mediate the influx of phagocytic cells might account
for the localization of Aspergillus infection to the upper respiratory tract. The up-regulation of the exp-
ression of the immunomodulatory cytokine TNF-a and IL-10 in lung tissue from infected rats might be
important to limit the extent of local tissue destruction, but might also account for the fact that infec-
ted rats are generally unable to clear the infection spontaneously.

Key words: Pulmonary aspergillosis; animal model; reverse transcriptase polymerase chain reaction;
MRNA expression; IL-10; TNF-a; IFN-y.

GiRiS
Aspergillus fumigatus tarafindan olusturulan enfeksiyonlara karsi konagin immdin yani-
ti, etkenin eliminasyonunda buyiik éneme sahiptir. Enfeksiyonun ortadan kaldiriimasin-

da etkili olan sistemik sitokin yaniti ve diger konak faktorlerinin gosterilmesi amaciyla ce-
sitli calismalar yapilmistir'. Bu calismalarda, fare modellerinde hastaligin iyilesmesi, in-
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terlokin-6 (IL-6), IL-12, timor nekroz faktori-alfa (TNF-a) ve interferon-gama (IFN-y) sa-
limmi ile iliskili bulunmustur®>. Yardima T hiicreleri (T helper; Th) tarafindan uyarilan
IFN-y, IL-6, IL-12, TNF-a ve IL-1 sitokinlerine Th1 tipi sitokinler adi verilmektedir. Bu si-
tokinler notrofil ve makrofajlari aktive ederek aspergillozun ortadan kaldirilmasina yar-
dimci olur. Buna karsilik IL-4 ve IL-10 gibi Th2 tipi sitokinler, IL-12 ve TNF-a diizeyinin
baskilanmasina ve prognozun kétilye gitmesine yol acar. Bu iki yonli fonksiyon, bagisik-
ik sisteminin temel mekanizmalarindan biridir®.

Bu calismada, deneysel olarak pulmoner aspergilloz olusturulan sicanlarin akciger do-
ku orneklerinde TNF-a, IFN-y ve IL-10 sitokinlerinin bolgesel ifadelenmesinin revers
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gosterilmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM
Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan dort haftalik, 200 + 15 g agirhidindaki Wistar albino cinsi 33 adet
disi sican, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezinden saglandi. Deneklerden 25'i A.fumigatus ile enfekte edilirken, sekizi kontrol
olarak ayrildi. Calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu onayi ile gercek-
lestirildi. Denekler 20-25°C sicakhkta 12/12 saat karanlik/aydinlik uygulanan kafeslerde
4-5 sican olacak sekilde tutuldu. Tum hayvanlarda, periton icine 10 mg/kg olmak lizere
5-fluorourasil enjekte edilerek immiinsiipresyon olusturuldu’.

Aspergilloz Modeli

Sabouraud dekstroz agar (SDA) plaginda iki glin inkiibe edilmis A.fumigatus klinik su-
su, %0.1 Tween 20 iceren fosfat ile tamponlanmis tuzlu su (PBS) icinde stispanse edildi
ve karisim icinde 106 konidya/ml icerecek sekilde sulandirildi’. Nétropenik deneklerin
25'ine ketamin ve ksilazin anestezisi altinda intratrakeal kanul takilarak konidya karisimi
bu yoldan akcigerlere verildi. Notropenik sicanlari bakteri enfeksiyonlarindan korumak
icin aspergilloz olusturulmasindan énceki ti¢ gun boyunca 30 mg/kg teikoplanin (Targo-
cid®, Aventis Pharma BV) kas icine enjekte edildi. Aspergilloz olusturuldugu giin ve ta-
kip eden iki giin boyunca ise 15 mg/kg teikoplanin uygulandi. Ayrica deneklerin icme
sularina deney siiresince 660 mg/L siprofloksasin eklendi. Aspergilloz olusturulmasindan
alti giin sonra butiin denekler ketamin (100 mg/kg) anestezisi altinda feda edildi. Tam
kan ve akciger doku 6rnekleri ayrilarak doku 6rrnekleri sivi azot icinde donduruldu ve de-
ney gliniine kadar -80°C’de saklandi. Kontrol grubu olarak ayrilan sekiz denege de anti-
bakteriyel profilaksi uygulandi, farkh olarak A.fumigatus icermeyen Tween 20-PBS karigi-
mi intratrakeal yoldan verildi.

Akciger Dokusunda A.fumigatus’'un Gosterilmesi

Enfekte sicanlarin akciger dokularindan kantitatif kultir yapilarak A.fumigatus enfeksi-
yonu varhgi dogrulandi. Otopside ayrilan dokular 10 ml steril tuzlu suda homojenize
edildi, her akciger icin bu karisimdan 50’ser ul SDA ve kanli agar plaklarina ekildi. Ornek-
ler en az 72 saat inkiibe edildikten sonra koloni sayimi gerceklestirildi. Akciger doku 6r-
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nekleri ayrica %10 formol ve PBS icinde en az 24 saat bekletildi; alkol ile dehidrate edil-
di ve parafin icine yerlestirildi. Parafin bloklar ksilen banyosunda 15 dakika tutularak de-
parafinize edildi, %100 etanolde 15 dakika, %95 ve %75'lik etanolde 10’ar dakika, PBS
icinde bes dakika bekletildikten sonra hematoksilen eozin (HE) ile boyandi.

Aspergillus’a Ozgiil PCR

Akciger doku orneklerinde Aspergillus varhginin PCR ile gosterilmesi icin fungal DNA
izole edildi ve gercek zamanli PCR yontemi uygulandi. Pozitif kontrol olarak koloni sus-
pansiyonu kullanildi. Pozitif kontrol ve doku 6rneklerinden DNA eldesi proteinaz K ice-
ren parcalama tamponu ile, DNA saflastirmasi ise fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi
ile yapildi®. Elde edilen DNA'nin codaltiimasi icin LightCycler cihazinda (Roche Diagnos-
tics, ABD) hibridizasyon problar kullanilan bir protokol uygulandi. A.fumigatus’a 6zgdl
primerler 18S rRNA gen (GenBank kabul no; AB008401) bdlgesinden secildi ve bu pri-
mer ciftine biri LC Red 640 ile digeri floresan ile isaretli iki ayri prob eklendi® (Tablo I).
Amplifikasyon karisimina denatiirasyon sonrasi, 45 dongu olmak tzere 30 saniye
95°C’de, 20 saniye 55°C’de, 20 saniye 72°C’de PCR islemi uygulandi. Sonuglar icin “ab-
solute quantification” analizi yapildi.

Sitokin ifadelenmesi icin RNA Eldesi ve RT-PCR

DNA bulasini engellemek icin butin ornekler “ribonuclease-free deoxyribonuclease”
icinde 15 dakika bekletildi. Dokulardan RNA izolasyonu icin ticari bir sistem (Qiagen, Al-
manya) kullanildi. Elde edilen genomik RNA miktari spektrofotometrede (Nanodrop,
ABD) olciildi. RNA'dan komplementer DNA (cDNA) elde etmek icin rastgele primerler

Tablo I. Calismada Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Gen Primer dizisi

TNF-a (F) 5-CCTCAGCCTCTTCTCATTCC-3

TNF-a (R) 5-CTCCGTGATGTCTAAGTACTTGG-3
IL-10 (F) 5-CAG TCA GCC AGA CCC ACAT-3

IL-10 (R) 5-GCT CCA ATG CCT TGC TTT-3

IFN-y (F) 5-CAC GCC GCG TCT TGG T-3

IFN-y (R) 5-TCT AGG CTT TCA ATG AGT GTG CC-3

B-aktin (F) (Housekeeping)
B-aktin (R) (Housekeeping)
Aspergillus primer (F)
Aspergillus primer (R)
Aspergillus 640 prob

Aspergillus floresan prob

5-TGG AGA AGA GCT ATG AGC TGC CTG-3

5- GTG CCA CCA GAC AGC ACT GTG TTG-3
5-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG

5’-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG

5’-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTC CAG C
5’-GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC

F: Forward, R: Reverse.
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ve enzim iceren karisim (Fermentas, Kanada) 95°C’de bir dakika, 50°C’de bir saat,
4°C’de bes dakika bekletildi. Elde edilen cDNA -20°C’de sakland!.

Sitokin ifadelenmesi icin Kalitatif ve Kantitatif PCR

Sitokin ifadelenmesi, 6zgul primerler (Tib Molbiol, Almanya) kullanilarak gosterildi
(Tablo I). Hedeflenen IL-10, TNF-a ve IFN-y PCR icin en az 10 ng cDNA kullanildi ve ka-
litatif PCR 1s1 dongu cihazinda gerceklestirildi. Kalitatif PCR karigimi (25 pl) cDNA, 10x
tamponu, Tag DNA polimeraz enzimi, MgCl ve her bir primerden 100 pmol icerecek se-
kilde hazirlandi. Primerlerin baglanma dereceleri IL-10 ve TNF-a icin 58°C, IFN-y icin
50°C olarak belirlendi ve 35 dongi uygulandi. Kalitatif PCR sonucu agaroz jel elektrofo-
rezi ile degerlendirildi. Gercek zamanli kantitatif PCR karisimi (10 pl) cDNA, SYBR Green
I karnisimi ve her bir primerden 20 pmol icerecek sekilde hazirlandi. Primerlerin baglan-
ma dereceleri kalitatif PCR ile ayni idi. Kantitatif analiz icin 50 ile 5 pg arasinda cDNA
iceren seri standartlar hazirlandi. Amplifikasyon sonrasinda 55-90°C arasinda erime eg-
risi analizi yapildi. Standartlarin DNA kopya sayilari kullanilarak elde edilen egri tzerin-
den butln orneklerin kopya sayilar hesaplandi. Sican doku orneklerinde “houseke-
eping” gen olarak beta ((3)-aktin geni kullanildi. Bu genin ¢ogaltiimasi icin 57°C baglan-
ma derecesi kullanildi.

istatistiksel Analiz

Bagimsiz gruplarin karsilastinimasi icin ki-kare ve Yates diizeltmeli ki-kare testi, bagim-
Ii gruplarin karsilastiriimasi icin “Mc Nemar” testi kullanildi ve p< 0.05 degeri istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

A.fumigatus ile enfekte edilen 25 sicanin 13 (%52)'( aspergilloz olusturulmasini takip
eden 2-5 gln icinde kaybedilmis; kalan 12 (%48) denek deneyin altinci gliniinde feda
edilmistir. Calismanin sonuclari bu 12 denekten elde edilen verilerdir. N6tropenik kont-
rol grubundan ise 2 (%25) denek kaybedilmis, 6 (%75) denek altinci gtine kadar sag kal-
mistir.

Akciger doku orneklerinde aspergilloz varhigi histopatolojik, mikrobiyolojik ve moleki-
ler yontemlerle dogrulanmistir. Deneyin sonunda canl kalan 12 denegin akciger 6rnek-
lerinde hifler gortlmug (Resim 1), 10’unun akciger doku kiltirlerinde A.fumigatus Gre-
mesi saptanmistir. Kantitatif kiiltiirlerde saptanan ortalama koloni sayisi 10% cfu/ml’dir.
Aspergilloz olusturulan deneklerin tiimiinde A.fumigatus DNA'si gosterilmistir (Tablo II).
Kontrol grubunda ise aspergillozun olmadigi histopatolojik, mikrobiyolojik ve molekdler
yontemlerle dogrulanmistir (Tablo ).

Kalitatif PCR sonucu agaroz jel elektroforezinde IL-10 icin 150 baz ciftlik (b¢) Griin, IFN-
y icin 290 bg rtin, TNF-a icin 105 bg Urlin gozlenmistir (Resim 2). Gercek zamanl kan-
titatif PCR sonucunda deney hayvanlarinin akciger doku érneklerinden elde edilen sitokin
ifadelenmesine ait MRNA degerleri ortalama kopya sayisi olarak hesaplanmistir. Her 6rnek
bes kez calisiimis ve sonuglar ortalama olarak verilmistir (Tablo II). Calismamizda, asper-
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Resim 1. Doku érneklerinde saptanan mantar elemaniari.

Tablo II. Kontrol ve Deney Gruplarindan Elde Edilen Sonuglar

Pozitif sayi/Toplam sayi

Yontem Aspergillozlu grup Kontrol grubu p degeri
Kiilttr 10/12 0/8 < 0.001
Aspergillus PCR (kalitatif) 12/12 0/8 <0.05
RT-PCR (kantitatif) Ortalama kopya sayilari

IL-10 6.5 x 10° 4.3 x 102 <0.05
TNF-a 7.9x10° 5.6 x10° <0.05
IFN-y 2.2x103 1.3 x 102 =0.53

IL: interlékin, TNF-a: Timér nekroz faktérii-alfa, IFN-y: interferon-gama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Resim 2. PCR triinlerinin agaroz jel elektroforezi gértinttisti. A) IFN-y amplikonlari (290 bg); B) TNF-a amp-
likonlari (105 bg); C) IL-10 amplikonlari (150 bg).
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gilloz olusturulan sicanlarin akciger doku orneklerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek IL-10 ve TNF-a mRNA ifadelenmesi gosterilmis (p< 0.05);
IFN-y ifadelenmesi agisindan ise iki grup arasinda fark bulunmamistir (p> 0.05).

TARTISMA

A.fumigatus, immun sistemi baskilanmis konaklarda hayati tehdit eden enfeksiyonlara
neden olan firsatgl bir kif mantaridir. invazif aspergilloz patogenezinde temel mekaniz-
manin hiicresel bagisiklik ve sitokin yaniti oldugunun belirtilmesine ragmen, heniiz tam
olarak aciklik kazanmayan konular mevcuttur'®'!. Aspergillus enfeksiyonlarinin patoge-
nezinde 6zellikle Th1/Th2 dengesinin aydinlatiimasi, kemoterapi ve asi calismalarinin ge-
lecegi agisindan 6nem tagimaktadir'2. Bilindigi gibi Th1 grubu sitokinler (IL-12, TNF-q,
IL-1, IFN-y, IL-6, IL-18, IL-2) antifungal etkili hiicreler olan makrofajlari uyarirken, Th2
grubu sitokinler (IL-4, IL-10) bu hiicrelerin etkisini baskilamaktadir. Bu nedenle Th2 tipi
sitokinlerin artigi, hastaligin ilerlemesiyle iliskili kabul edilmektedir'®. Bu calismada akci-
ger aspergillozu olusturulmus sicanlarda, akciger dokusundaki bolgesel sitokin yanitinin
incelenmesi amaclanmis; nétropenik sicanlara A.fumigatus konidyalarinin verilmesinin
ardindan Th1/Th2 sitokin dengesinin hangi yonde degisecegi ve hangi sitokin grubunun
Uretiminde artig olacagi incelenmistir. Calismamizda akciger dokusunda ifadelenen sito-
kinlerin gosterilmesi icin hem klasik kalitatif PCR hem de kantitatif gercek zamanli PCR
yontemi uygulanmistir. Sonuglarimiz, aspergillozlu hayvanlarin akciger dokusunda TNF-
a ve IL-10 ifadesinin arttigini, buna karsilik IFN-y ifadesinin degismedigini gostermistir.

IL-10 antienflamatuvar bir sitokin olup proeinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini
baskilayarak antifungal etkili hiicreleri durdurur'®. Deneysel modellerde, IL-10 (iretimi-
nin baskilanmasi ile Th1 tipi sitokinlerin artisina bagli olarak farelerin A.fumigatus enfek-
siyonuna daha direncli olduklari gosterilmistir'®. IL-10 diizeyleri, aspergillozlu hastalarin
serum orneklerinde saglikhlara gore daha yiiksek diizeyde saptanmakta; A.fumigatus ile
kolonize bireylerin serumlarinda da daha yiiksek IL-10 diizeyleri tespit edilmektedir'®.
Daha o6nce yapilan calismalara benzer sekilde, olusturdugumuz deneysel aspergilloz mo-
delinde de akciger dokusunda yiiksek diizeyde IL-10 mRNA ifadelenmesi gosterilmistir.
Literatlrdeki diger calismalarda periferik kandaki IL-10 dUzeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iil-
mustir. Bizim ¢alismamizda ise duyarlilii cok yiiksek olan gercek zamanli PCR yontemi
ile dokudaki ifadelenme degerlendirildiginden, sonuglarimizin daha anlamli oldugu du-
stintilmektedir.

Proenflamatuvar bir sitokin olan ve enfeksiyonun erken doneminde salgilanan TNF-a
da, mantarlara karsi immiin yanitin olusturulmasinda temel sitokinlerdendir'”. in vitro
calismalarda TNF-a’nin fagositik aktiviteyi 6zgul olarak artirdigi belirlenmis; bu sitokinin
erken donemde makrofaijlar, ilerleyen donemlerde ise nétrofiller Gzerinden etki gosterdi-
gi saptanmustir'®. Peeters ve arkadaslar'®, kdpek modelinde olusturduklari nazal asper-
gillozda yiiksek diizeyde TNF-a ifadelenmesi oldugunu bildirmislerdir. Bizim deneysel
modelimizde altinci glinde TNF-a mRNA ifadelenmesinin gosterilmesi ve diizeyinin
kontrollere gore yiiksek bulunmasi, bu sitokinin hem erken hem de ge¢ donemde salgi-
landigini gostermektedir.
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Aspergilloz modellerinde yapilan klinik cahismalar, ytksek IFN-y ve dustk IL-10 diizey-
lerinin hayatta kalma ile iliskili oldugunu gostermis; tedaviye yanit veren olgularda IFN-
y/IL-10 oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir'®2°. Sambatakou ve arkadaslan??, farelerin
intratrakeal olarak A.fumigatus konidyalari ile enfekte edilmeleri sonrasinda herhangi bir
IFN-y yaniti olusmadigini rapor etmislerdir?®. Bizim calismamizda da, kontrol grubu ile
aspergilloz grubu arasinda IFN-y mRNA ifadelenmesi agisindan bir fark bulunmadigr go-
rilmdiistir. Elde edilen bu sonug, Peeters ve arkadaslarinin'® calismasi ile benzerlik gos-
termekte ve IFN-y'nin 6limcul aspergilloz patogenezinde etkin bir sitokin olmadigini dii-
stindirmektedir.

Bu calisma akciger aspergilloz modelinde bolgesel sitokin yanitinin gosterilmesi icin
diizenlenmistir. Gelistirilen bu yontemin diger enfeksiyon modelleri veya diger sitokinler
icin kullanilmasi mimkiindir. Sonug olarak, aspergillozlu dokuda sitokin yanitinin belir-
gin olarak arttigi anlagilmaktadir. Enfeksiyon bolgesinde IL-10, TNF-a ve IFN-y gen ifade-
lenmesini uyaran diger faktorlerin tanimlanmasi, akciger aspergillozunda yeni tani yon-
temlerinin ve yeni tedavi seceneklerinin gelistirilmesi icin yararli olacaktir.
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