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OZET

Goniil T. Anaplazmosisli koyunlarda bazi inflamasyon markirlarimin arastirilmasi, Van Yiiziincii
Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji Ana Bilim Dali, Yiiksek
Lisans Tezi, Van, 2019. Kan parazit hastaliklari koyunlarda siklikla gériilmekte olup, Tiirkiye’de de
oldukca yaygindir. Anaplazma ovis kiiciikbas hayvanlarda eritrositleri enfekte eden artropod kaynakli bir
patojendir. Bu calisma anaplasmasizli koyunlarda bazi serum inflamasyon markir seviyelerini
degerlendirmek i¢in planlanmigtir. Pozitifligi elisa kiti ile tespit edilen 20 koyunda GM-CSF, IL-1, IL-6,
TNF-o diizeyleri de elisa kiti ile tespit edilmistir. Anaplasmosiz pozitif olan gruplarin GM-CSF, IL-1, IL-
6, TNF-a diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir. 1L-1, TNF-a, GM-CSF diizeylerindeki artis istatiksel
olarak onemlidir. (p<0.05) Anaplasmaya karsi gelisen immun yamttaki mekanizmalar ve etkileyen
faktorler hakkindaki bilgilerin artmasinin, ileride gelistirilecek immunoterapi arastirmalari igin gerekli
bilgi birikimine ve Anaplasma enfeksyonlarma karsi ¢alismalara onemli katkilar saglayacagi
diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasmosis, GM-CSF, IL-1, IL-6, TNF-q.



ABSTRACT

Goniil T. Investigation of some markers of inflammation in sheep with anaplasmosis, Van Yuzuncu
Y1l University, Institue of Health Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Depertment of
Physiology, Master Thesis, Van, 2019. Blood parasitic diseases is seen frequently in sheep, it is also
quite common in Turkey. Anaplasma ovis is a arthropod-derived pathogen that infects erythrocytes in
small ruminants. This study was planned to evaluate some serum inflammation marker levels in sheep
infected with anaplasmosis. GM-CSF, IL-1, IL-6, TNF-a levels were also detected in 20 sheep whose
positivity was determined by elisa kit. GM-CSF, IL-1, IL-6, TNF-a levels of anaplasmosis positive
groups were increased. Increases in IL-1, TNF-a, GM-CSF levels are statistically significant. (p <0.05)
Increasing knowledge about the mechanisms of the immune response to anaplasma and the factors
affecting it is thought to make significant contributions to the accumulation of knowledge required for
future immunotherapy research and studies against Anaplasma infections.

Key Words: : Anaplasmosis, GM-CSF, IL-1, IL-6, TNF-a.
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1.GIRIS

Ulkemizin iklimi ve ekolojisinin Anaplasma, Babesia ve Theileria gibi kan
protozoonlarini nakleden kene tiirlerinin iiremesine elverigli olmasi, hayvanciligin
genellikle bilingsizce gergeklestirilmesi ve hayvancilik diizenlemelerinin yetersiz
kalmast nedeni ile bu enfeksiyonlar ge¢misten bugiinlere kadar biiyilk oranlarda
yayllmaya devam etmektedir. Anaplazma tiirleri, insan ve hayvan saglig1 iizerinde
olumsuz etkisi olan keneler tarafindan iletilen hiicre i¢i rickettsial patojenlerdir.
Anaplazma ovis koyunlar ile diinyanin bir¢ok bolgesinde kecileri enfekte eder ve teshisi

icin Giemsa boyama, PCR ve ELISA gibi yontemler kullanilir.

Kiigiik ruminantlarda anaplazmozisinin kontrol altinda kalabilmesi amactyla,
epidemiyolojik calismalarin agikliga kavusturulmasi, bolgelerin belirlenip etkenlerin

transferinin olmamasi i¢in ciddi 6nlemler alinmalidir.

Son zamanlarda immun yanitin incelenmesi yoniindeki arastirmalar ¢ok
Oonemlidir ve arastirmalar artarak devam etmektedir. Enfeksiyonlara kars1 olusan immun
yanittaki etkilesimler ve etkileyen faktorler ile igili sonuglarin artmasi, gelecekte
ozellikle immunoterapinin tedavi se¢enekleri arasinda yer alacagi anlamina gelmektedir.

Bu nedenle yapilan ¢alisma ile 6nemli katkilar saglanacag diistiniilmektedir.

Sunulan ¢alisma ile son zamanlarda tercih edilen immun sistem regiilasyon
mekanizmalari tartigilarak, anaplasma ile ilgili tan1 ve tedavide destek olabilecek immun
sitem ile ilgili bilgilere katki saglamak hedeflenmistir. Ayn1 zamanda yapilan bu
caligma ile anaplasmosizli koyunlarda, birgok dejeneratif hastaligin hazirlayicist olan
sistemik proinflamasyon faktorlerinin diizeyi belirlenerek gerekli dnlemlerin alinmasi

ve tedavi ¢esitlerinin gelistirilmesi konusunda fayda saglamasi amaglanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Anaplasmozis

Hayvanlarda subtropikal ve iliman bdlgelerde yaygin enfeksiyoz bir hastalik
olan Anaplasmosis, Rickettsiales dizisine ait tiirler tarafindan olusturulmaktadir.
Anaplasmosis; kenelerle tasinan, hayvancilikta 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan
ve insan saghgimi da etkileyen bir hastaliktir. Predispose faktorleri arasinda hava
sicakligi, bagirsak parazitleri yogun keneler, iyi olmayan saglik kosullar1 vardir
(Renneker ve ark., 2013). Genellikle subklinik seyreden anaplazmozisli hayvanlarda,
zayiflama, abort, siit ve et veriminde azalma gibi belirtiler vardir (Rymaszewska ve

Grenda, 2008).

Ke¢i ve koyunlarda anaplasmosis olusturan baslica tiirler A. ovis ve A.
phagocytophilum'dur. Sigirlarda patojen etkisi olmasina ragmen koyunlarda klinik
enfeksiyon olusturmayan tiir ise A. marginale’ dir (Zobba ve ark., 2014). Anaplasma
ovis etkeni yalnizca koyun ve kegileri enfekte ettigi bilinmesine ragmen (Kocan ve ark.,
2010) yapilan aragtirmalarda A. ovis' in sigir, insan ve tilkilerde de duyarlilik tespit
edilmistir (Hornok ve ark., 2012; Hosseini- Torina ve ark., 2013). Yapilan bir
arastirmada, keg¢i kaninda ve kecilerden toplanan kenelerde Anaplasma capra diye
adlandirilan Anaplasma tiirii gosterilmistir. Bu alanlarda yasayan insanlarda klinik

belirtiler ortaya ¢ikmistir (Li ve ark., 2015).

Koyunlarda A. phagocytophilum® etkeninin dort farkli susu vardir. Suslar iginde
niikleotid farkliligindan dolay: biyolojik nitelikleri de farkli olabilmektedir. Bu sujlarin
iic tanesi klinik semptomlar1 az iken bir susun olusturdugu belirtiler oldukca siddetlidir

ve ¢ok yaygindir (Stuen ve ark 2005).

Koyunlarda, 1924 yilinda Anaplasma ovis olarak ismlendirme Cezayirde
Lestoquard tarafindan yapilmistir. Anaplasma tiirlerini ilk olarak 1912 senesinde Bevan
tespit etmistir. A.Ovis diinyada pek ¢ok bolgede koyunlarda yaygin olarak goriildiigii
tespit edilmistir (Renneker ve ark., 2013). Tiirkiye’de ise A. ovis ilk olarak 1931 yilinda

Karacabey Harasinda Lestoquard tarafindan tespit edilmistir. (Renneker ve ark 2013).



Anaplasma ovis, etkiledigi hayvanlarin eritrositlerinde canliligini siirdiiren
zorunlu hiicre i¢i patojenlerdir. Enfekte koyunlarin genel durumuna, geng olusuna, irk
Ozelligine gore hastaligin klinik semptomlar1 degisebilmektedir (Rymaszewska ve
Grenda, 2008). Anaplasma ovis ile enfekte hayvanlarda belirtiler gogunlukla subklinik
olarak seyretmektedir. Fakat bazi1 sekonder hastaliklar, beslenme diizensizligi ve stres
faktorleri gibi etkenler ile birlikte oldugu durumlarda klinik belirtiler daha siddetli
goriilebilmektedir. Koyunlarda akut anaplazmozun en 6nemli klinik belirtileri ikterus,
depresyon, yiiksek ates, anemi, istahsizlik, solgunluk, zayiflama, solunum almada
zorlanma olarak sayilabilir (Smith ve Sherman, 2009). Hayvansal {iretimin diigmesi
sebebi ile ciddi ekonomik kayiplara sebep olan 6nemli kan parazitlerinden biridir

(Rymaszewska ve Grenda 2008).

2.2. Anaplasma Tiirlerinin Morfolojileri

Anaplasma etkenleri omurgali konak hiicrelerinde zarla ¢evrilmis
intrasitoplazmik bir vakuol iginde gelisirler. Anaplasma ovis eritrositlerde bulunan

tiirlerdendir ve minik koyu nokta bi¢iminde gézlenmektedir.

Giemsa ile boyanan orneklerde A. ovis' in morfolojik yapist A. marginale’ ye
benzemektedir. Anaplasma ovis ile enfekte hayvanlarda inkliizyon cisimlerinin %60-
65“1 eritrositlerde marginal, digerleri ise submarginal sekildedir (Rymaszewska ve
Grenda, 2008; Smith ve Sherman, 2009). Yasini ve ark (2012) A. ovis ile deneysel
olarak enfekte edilen koyunlarin eritrositlerinde inkliizyon cisimciklerinin %62,5-
86'simnin merkezi veya submarginal, %14-37,5'unun ise marginal olarak yerlestigini

tespit etmislerdir.

Anaplasma ovis ile A. marginale birbirlerine inkliizyon cisimciklerinin yerlesim
sekilleri ve konak spesifikligi haricinde 6zellikleri ¢ok benzemektedir. A. marginale’de
yer alan birgok gen A. ovis’in genomunda da yer almaktadir (Palmer ve ark., 1998).
Anaplasma ovis ve A. marginale“nin 16S rRNA gen sekanslarindaki uyumluluk %99,6
diizeyindedir (Dumler ve ark., 2005).



2.3. Anaplasma Tiirlerinin Biyolojileri

Anaplasma etkenlerinin enfekte bir konaktan etkilenen diger bir konaga
tasinmas1 keneler ve cesitli kan emen artropodlarla biyolojik yolla, cerrahi aletler
aracilig ile, iatrojen sekilde ve kan transferi gibi yollar ile gerceklesmektedir. Mekanik
ve biyolojik vektorlerin mevsime bagl aktivitelerine paralel gelisen bulasici hastaliklar
goriilebilir. Keneler haricinde kan emici bazi artropodlar, veteriner cerrahi malzemeler,
kontamine olmus enjektorler bulasmada mekanik olarak vektorliikte rol alirlar (Dik ve
Seving 2002). Hornok ve ark (2010) sigirlardan elde edilen Linognathus vituli tiirii
bitlerde A. ovis ’in bulundugunu belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada A. ovis tilkilerden
toplanan pirelerde (Xenopsylla cheopis) tespit edilmistir (Torina ve ark., 2013). Yine
koyunlarda Melophagus ovinus sineklerinin toplandigi bir c¢alismada, biitiin

numunelerde A. ovis tespit edilmistir (Hornok ve ark., 2011).

Anaplasma etkenlerinin anne siitili ile tasinabilmesi ile ilgili bir ¢alismada, alinan
slit 6rnekleri incelenmis ve 120 6rnekten 12 siit 6rneginde A. ovis etkenine rastlanmistir.
(Zhang ve ark 2016). Arastiricilar, koyunlarda transplasental yol ile A. ovis’in
taginabilecegini belirtmiglerdir (Barry ve Van Niekerk, 1990).

Keneler Anaplasma etkenlerinin bildirilen biyolojik vektorleridir. Rhipicephalus
bursa, Dermacentor andersoni, Dermacentor silvarum, Dermacentor marginatus,
Rhipicephalus turanicus ve Haemaphysalis sulcata gibi keneler Anaplasma etkenleri

igin yer alan yasam dongiisiindeki ¢ok rastlanan tiirlerdir (Torina ve ark., 2013).

Enfekte hayvandan kan emen keneler aldiklar1 etkenler ile ilki bagirsak epitel
hiicrelerinde ikincisi ise tiikriikk bezlerinde olmak {tizere iki iireme donemi olmaktadir.
Bu etkenler tiikiiriik bezlerinde c¢ogalarak kenenin omurgali konaktan kan emmesi
esnasinda tiikiiriik salgisi ile birlikte duyarli hayvana taginir. Anaplasma etkenleri tiiriine
bagli olarak konaklarda, hiicrelere yerlesirler (Yu Xue ve Walker 2006).
Anaplazmoziste biyolojik transfer, transstadial, transovarial ve intrastadial olmak iizere

ti¢ sekilde tespit edilmektedir.



Anaplasmosisden iyilesen koyunlar hayatlari siiresince etkenin tasiyicisi
olmaktadirlar. Tasiyic1 koyunlar vektdr kene tiirlerinin oldugu siirece rezervuar olarak

gorev yaparlar (Rymaszewska ve Grenda, 2008).

Enfekte keneler koyunlarin bulunduklar1 yerlerden farkli mekanlara taginma ile
nakledilerek enfeksiyonun bulagmasina sebep olurlar (Stuen ve ark., 2013). Yapilan
arastirmalar, gogmen kuslarin enfekte kene tiirlerini uzak bolgelere naklettiklerini tespit
etmislerdir (Stuen ve ark., 2013a). Fakat kuslardan toplanan kenelerde belirlenen
etkenlerin prevalansinin az olmasi sebebiyle daha fazla ¢aligma yapilmasinin gerekliligi

belirtilmistir (Palomar ve ark., 2012).

2.4. Kiiciik Ruminantlarda Anaplazmozisin Epidemiyolojisi

Anaplasma etkenleri insanlarda ve hayvanlarda 6nemli kene kaynakli tiirler
olarak rapor edilmektedir (Altay ve ark., 2014). Anaplazmozis ruminantlarda endemik
bir enfeksiyondur (Selguk ve ark., 2015). Kiiciik ruminantlarda A. ovis ’in prevalansi
bolgeler arasinda biiyiik Olgiide farkliliklar gostermektedir. Kontrol oOnlemlerinin
dikkatsizligi, ¢iftlik hayvanlarinin endemik bolgelere tasinmasi gibi etkenler hastaligin
degisik bolgelerdeki prevalansini etkileyebilmektedir. Bu hastalikta 6liimii arttiran ve
ayni zamanda prevalansi ylikselten onemli etkenler arasinda immun sitem zayiflig: ile

sonuglanan gevresel ve bireysel faktorler gelmektedir (Stoltsz, 2004).

Tirkiye ‘de anaplazmozis ile ilgili calismalar az sayida oldugu i¢in hastalifin
epidemiyolojisi ¢ok fazla anlagilamamustir. Akdeniz I¢ Anadolu, Karadeniz ve Marmara
yorelerinde mikroskobik teshis yontemi ile yapilan bir c¢alismalarda kiigiik
ruminantlarda A. ovis klinik ve subklinik sekilleri bildirilmistir (Goksu, 1967; Anon,
1976). PZR yontemi kullanilarak Elazig ilinde Ixodid keneler cesitli ruminant
barinaklarindan ve insanlardan toplanip yapilan bir ¢alismada A. ovis, Ehrlichia spp. ve
Anaplasma spp. teshis edilmistir (Aktas ve ark., 2009). Koyulardan Ege ve Akdeniz
yoresinde toplanan orneklerde PZR metodu ile rapor edilen bir baska calismada 624
koyundan 236's1 (%37,8), Giineydogu Dogu Bolgelerindeki koyunlardan toplanan 132

kandan 141 (% 10,6) , i¢ Anadolu ydresinden toplanan 6rneklerin ise %14,9’unda A.



ovis saptanmistir (Renneker ve ark., 2013). Yine Marmara bolgesinde de yapilan

calismalarda pozitif 6rnekler tespit edilmistir. (Atasg, 2015).

2.5. Kiiciik Ruminantlarda Anaplazmozisin Patolojisi

Koyun ve kegilerdeki patolojik belirtiler anaplazmozis nedeni ile 6len sigirlarin
bulgularina benzerlik géstermektedir. Lezyonlarin boyutlar1 anaplazmozisin derecesi ve
zamanina gore farkliliklar gosterebilir (Stoltsz, 2004). Anaplasmazisli hayvanlarda
nekropside farkli dokularda solukluk, ser6z salgilarda birikimler tespit edilmektedir.
Kan daha sulu ve rengi agik renkte gézlenmektedir (Stoltsz, 2004, Stuen ve Longbottom
2011). Karaciger ve safra kesesi biiylimiistiir. Karaciger sarimsi-kahverengindedir. Safra
kesesi ise koyu kivamli yesilimsi sivi ile kaplidir. Siddetli kilo kaybi, yag doku
azalmasi, susuz kalma, genel bir 6dem tablosu goriilebilir. Lenf diiglimlerinde ve
bobrek {istii bezlerinde biiylime gozlenebilir. Akcigerler ise renkleri solmus ve
hemorojik bir tipte goriilmektedir. Genel olarak kirmizi kemik iliginin hiperplastik
durumu goze ¢arpar (Stoltsz, 2004). Kalp dokusunda petesi kanamalar ve kalp kasinda
sertlesmenin azalmasi belirtiler arasindadir. Kan preparatlarinin  incelenmesinde
rejeneratif sekilde aneminin ispati olarak Howell-Jolly cisimcikleri gdzlenmektedir.
Ayrica, anizositozis ile polikromazis ve bazofilik noktali alyuvarlara rastlanmaktadir.

Monositlerde ve eozinofil diizeylerinde yiikselme de olmaktadir (Stoltsz, 2004).

Deneysel olarak koyunlarda yapilan bir caligmada dalak makrofaj ve nétrofil
diizeyinde ylikselme, lenf diigiimlerinde biiylime, akcigerlerde alveollerde hasarlar, kalp

ve beyinde ise lezyon tespit edilmemistir (Lepidi ve ark., 2000).

2.6. Anaplazmozisin Semptomlari, Patogenezi ve Bagisiklik

Kiigiik ruminantlarda A. ovis ile enfeksiyon c¢ogunlukla subkliniktir. Fakat
birlikte baska hastaliklar, beslenme bozuklugu ve stres faktorleri katkisi ile klinik
belirtiler oldukga siddetli gecebilimektedir. Anaplasma ovis bulunan kegilerde koyunlar
ile kiyaslandigi zaman belirtiler klinik olarak daha siddetli goriilmektedir (Stoltsz,
2004). Klinik olarak, hareketlerde yavaslama,solgunluk, bagirsak hareketlerinde

azalma,istah kaybi, abortlar, siit veriminde diisme, yiiksek derecelerde ates, solunum



sikintilari, sarilik ve anemi tespit edilir (Stoltsz, 2004; Yasini ve ark., 2012).
Enfeksiyondan etkilenen koyun ya da kegiler hareket ettirildiklerinde hipoksi sebebi ile
Oliimlere rastlanabilmektedir (Karatepe ve Karatepe, 2013). Selenyum eksikligi ile

birlikte anaplazmosisli hayvanlarda hemoglobinuri olabilir (Smith ve Sherman, 2009).

Anaplazmosisin prepatent siiresi 1-3 hafta arasindadir. Parazitli eritrositler
inokiilasyondan hemen hemen 15 giin i¢inde perifer kanda tespit edilebilir. Yaklasik
onbes giin ile otuz giin arasinda riketsiemi en yiiksek diizeye ulasir. Bu maksismum
diizey ile birlikte ates yiikselmektedir (Stoltszn, 2004). Eritrosit diizeyleri, hematokrit
deger ve hemoglobin diizeyi normal diisme egilimindedir. Enfekte eritrositler ile birlikte
parazitsiz hiicreleri de immun sistemin ortadan kaldirmasi sebebi ile anemi
goriilmektedir. Yasi biiyiik hastalarin eritrosit diismesi daha siddetlidir. Enfeksiyonlar

persiste seklinde tasiyici olarak stirmektedir.

Anaplazmosizli kegilerde, A. ovis’in yirmibir ay kadar persiste sekilde oldugu
bildirilmigtir. Stres faktorleri sebebi ile persiste haldeki enfeksiyon akut enfeksiyona
doniisebilmektedir (Palmer ve ark., 1998; Hornok ve ark., 2007; Smith ve Sherman,
2009).

2.7. Anaplazmozisin Tedavisi ve Hastaligin Kontrolii

Anaplazmosis ile enfekte hayvanlarin tedavisinde ozellikle ilk agamalarinda
daha etkili olan tetrasiklinler, gloxazone ve imidocarb dipropionatlar kullanilmaktadir
(Karatepe ve Karatepe, 2013). Oksitetrasiklin grubu ilaclar tek dozluk ya da 4-5 giinliik
dozlarda boliinerek uygulanabilmektedir (Stoltsz, 2004).

Hastaligin destekleyici tedavisinde de kan transfiizyonu ile hipoksi kontrol altina
aliabilmektedir. Ayrica dehidrasyondan korunmasi icin sivi elektrolit takviyesi
verilmektedir. Oksijenli ortamlar tercih edilmelidir (Karatepe ve Karatepe, 2013).

Anemili hastalar istirahat ettirilmeli, eritrosit yapici ilaglar verilmelidir (Stoltsz,2004).

Anaplazmozisden korunmak amaci ile keneler ile miicadele 6nemlidir. Bu
amagla ¢esitli arastiricilar tarafindan akaristler ile ilaglanmalar, otlaklara gitmeden 6nce

tetrasiklin uygulamalar1 onerilmektedir (Stuen ve Longbottom, 2011; Stuen ve ark.,
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2013). Akarisit uygulamalar1 dikkatli yapilmali ve tiim hayvanlara uygulanmalidir
(Richey ve Palmer, 1986; Hosgor, 2011). Akarisitler fazla siire ile verildigi zaman
direng gelisebilmektedir ve kalint1 birakabilmektedir (Stuen ve ark., 2012; Stuen ve ark.,
2013; Stuen ve ark., 2015). Keneler ile miicadelede as1 uygulamalar1 da yer almaktadir.
Asilar daha yiiksek maliyete sahip olmasina ragmen cevre ve saglik icin avantaj teskil
etmektedir. Kullanim1 giin gectikge artmaktadir (Stuen ve ark.,, 2013a). Yine
enfeksiyonlardan korunmak amaci1 ile diizenli ve sik araliklar ile kan testleri
yapilmalidir. Hasta hayvanlar tasiyic1 hayvanlar belirlenmelidir. Tedaviye sonug

vermeyen hayvanlar siiriiden ayiklanmalidir (Richey ve Palmer, 1986).

2.8. Sitokinler

Sitokinler hiicreler arasindaki etkilesimler ve iletisim tizerinde belirli bir etkiye
sahip olan hiicreler tarafindan salgilanan kiiciik proteinlerdir. Sitokin genel bir isimdir;
diger isimlendirmeler ise lenfokin (lenfositler tarafindan yapilan sitokinler), monokin
(monositler tarafindan yapilan sitokinler), kemokin (kemotaktik aktiviteye sahip
sitokinler) ve interlokin (diger lokositlere etki eden ve lokositler tarafindan yapilan
sitokinler) seklindedir. Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere(otokrin etki) ve
yakindaki hiicrelerde (parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak hiicrelerde(endokrin
eylem) etkisini gostermektedir. Farkli hiicre tiplerinin ayni sitokin salgilamasi veya tek
bir sitokinin birkac¢ farkli hiicre tipinde (pleiotropi) etki etmesi yaygindir. Farkh
sitokinler benzer fonksiyonlar gosterebilmektedir. Sitokinler antagonist ve sinerjik etkili
olabilirler. Sitokinler farkli hiicreler tarafindan iiretilir, ancak baskin iireticiler yardimei
T hiicreleri ve makrofajlardir. Sitokinler, makrofajlar, mast hiicreleri, endotel hiicreleri
ve periferik sinir dokusunda Schwann hiicreleri tarafindan fizyolojik ve patolojik
islemler sirasinda iiretilebilir. Proinflamatuar sitokinler agirlikli olarak aktive edilmis
makrofajlar tarafindan tretilir ve enflamatuar reaksiyonlarin regiilasyonunda rol oynar.
Patolojik agn silirecinde  pro-enflamatuar sitokinler olan IL-1B, IL-6, and TNF-a

onemli rol oynamaktadir (Zhang ve ark., 2007).



2.9. Interloykin I

Interleukin-1 (IL-1) prototipik pro-enflamatuar sitokindir. IL-1, IL-1alfa ve IL-
lbeta olmak iizere iki formu vardir ve ¢ogu calismada biyolojik aktiviteleri ayirt
edilemez. IL-1, hemen hemen her hiicre tipini etkiler, siklikla baska bir inflamasyon
sitokini olan tiimor nekroz faktorii (TNF) ile uyumludur. Her ne kadar IL-1 konak
savunmasini diizenleyebilse ve bir immiinajan olarak islev gorse de, IL-1 oldukga
inflamatuar bir sitokindir. Interlokin 1 (IL-1) temel olarak, enflamatuar uyaricilara
cevap olarak aktive edilmis makrofajlar tarafindan iiretilir. Bagisiklik sistemi lizerinde
sistemik ve lokalize etkilere sahiptir. Septik soktaki pirojen rolii i¢in endojen pirojen
olarak kabul edilir. Enflamatuar bolgelerde, T ve B hiicre aktivasyonunu indiikler.
Proteolitik ve kemotaktik maddelerin makrofajlardan salinmasini saglar. Insanlarda
klinik yarar toksisite arasindaki sinir oldukca dardir. Buna karsilik, IL-1'in {iretimini ve
aktivitesini azaltan ajanlarin klinikte kullanilmaktadir. IL-1'in, 6zellikle IL-1 beta'nin
sentezi, islenmesi, salgilanmas1 ve aktivitesi, siki bir sekilde regiile edilmis olaylardir.
Interlokin-1 (IL-1), enflamatuar islemlerin iiretilmesi ve siirdiiriilmesine odaklanan
genis bir biyolojik fonksiyon yelpazesine sahip 17-20 kDa sitokin grubunu temsil eder.
En iyi bilinen tyeler, IL-la, IL-1 ve IL-1Ra'dir (reseptoér antagonisti). Sitokin
biyolojisinin benzersiz bir yonii dogal olarak olusan IL-1 reseptor antagonistidir (IL-
1Ra). IL-1Ra, yapisal olarak IL-lbeta'ya benzer, ancak agonist aktivitesi olmayan,
hastalik siddetini azaltmak icin klinik denemelerde kullanilir. IL-1 aile {yeleri
arasindaki benzerlik nispeten kiigiiktiir. Birincil protein yapisina gore, IL-la ve IL-1,
birbirlerinden yaklasik %30 farklidir. Sekresyondan once, aktif formlar onciillerden

kaspaz kompleksi 1/5 ile yapilir (Dinarello, 1997).

Interlokin 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6 ve interferon y (IFNy), antijenlerle birlikte
enjekte edildiginde immiin tepkileri uyarir. Immiin sistemi uyarici olan ancak
enflamatuar olmayan bir aktiviteye sahip olan IL-Ip'nin sentetik olmayan bir peptidi
tanimlanmistir. Diger sitokinler, immiin sistemin belirli kollarini spesifik olarak uyaran
astlarin gelistirilmesi i¢in cekici adaylardir. Ornegin, IL-12, THI yanitlarinin giiclii bir

uyaricisidir ve bu nedenle leishmaniasis gibi bazi paraziter hastaliklar veya bu T hiicresi



yanitlarinin 6nemli bir rol oynadig: viral nfeksiyonlar icin bir as1 bileseni olarak faydali

olabilir (Warrena ve Leclerch, 1998).

Interlokinl ve diger proinflamatuar sitokinler, prostaglandin iiretiminin giiclii
indiikleyicileridir. Prostaglandinlerin sentezini kaldiran dozlarda indometasin gibi
siklooksijenaz inhibitérlerinin uygulanmasi, IL-1'in pirojenik ve anoreksik etkilerini
hafifletir. indometasin veya piroksikam ile yapilan 6n muamele, periferik olarak enjekte
edilen rhlL-1B'in siganlarda gida kaynakli davranislar ve farelerde sosyal arastirmalar
tizerindeki baskilayic1 etkilerini bloke etmistir. Stirekli olarak IL-la ile asilanmis
sicanlarda, piroksikam i¢irme davranisinin uyarilmasini tamamen inhibe etmistir, ancak
yeme aktivitesindeki ve sitokin tarafindan indiiklenen lokomotor aktivitesindeki azalma
tizerinde bir etkisi olmamistir. Ayni sekilde, indometasin ile yapilan 6n muamelenin,
genel aktivitenin depresyonuna ve farelerde, IFN-a'nin periferal enjeksiyonu ile
indiiklenen gida alimimna etkisi olmamistir. Bu c¢eliskili sonuglar karsisinda,
prostaglandinlerin sitokinlerin davranigsal etkileri tizerindeki rolii konusunda daha fazla

calismaya agikga ihtiyag vardir (Dantze ve ark., 1993).

IL-1, baslangictaki aktivasyonlarina ve sonucgta T hiicrelerini aktive etme
kabiliyetlerine izin vererek, DC'lerin dinlendirilmesiyle antijene spesifik tepkilerin
baslatilmasinda 6nemli bir faktor olarak tanimlanmistir. Dendritik hiicrelerin kendileri
hem insanda hem de farede nispeten zayif tireticilerdir. Disi siganlarda, IL-1, lokomotor
geciktirme, uyku bozukluklari, soporifik etkiler, anoreksi, kilo kaybi, hiperaljezi,
azalmis sosyal kesif ve cinsel davranisin engellenmesi ile karakterize edilen hastalik
davranigt olarak adlandirilan bir davranis kompleksi yaratabilir. Major depresyon ve
distimisi olan hastalarda artan IL-1 iiretimi bildirilmistir. Diger sitokinler gibi IL-1 de
HPA ekseninin hiperaktivitesine ve sonugta depresyonun baslamasina neden olan 5-HT

seviyelerinde azalmaya neden olabilir. (Dantzer ve ark., 1998).

2.10. 1L 6

IL-6, bagisiklik ve hematopoez iizerinde pleiotropik etkiye sahip ¢oziiniir bir
mediatordiir. Onceleri IL-6'nin farkli fonksiyonlar1 ¢alisiimis ve biyolojik etkinliklerine

gore farkli isimler verilmistir. Ornegin, B hiicresi uyaric1 faktdr 2 (BSF-2) ismi; aktif B
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hiicrelerinin antikor iireten hiicrelere, hepatosit uyarict faktdr gibi isimler verilmistir.
BSF-2 cDNA 1986'da basarili bir sekilde klonlandiginda, farkli gruplar tarafindan
incelenen farkli isimlerdeki molekiillerin aslinda ayni oldugu ve tek bir IL-6 ismiyle
sonuglandig1 bulunmustur. Insan IL-6's1, 28-aminoasitlik bir sinyal peptidi dahil 212
amino asitten olusur ve geni, 7p21 kromozomuna eslenmistir. Cekirdek proteinin ~20
kDa olmasina ragmen, glikosilasyon, 21-26 kDa dogal IL-6'nin boyutunu olusturur
(Nemeth ve ark., 2004).

Enfeksiyonun ilk asamasinda lokal bir lezyonda IL-6 sentezlenir, kan dolagimi
ile kadar karacigere gelir, bunu takiben serum C-reaktif protein (CRP), amiloid A
(SAA), fibrinojen, haptoglobin ve al-antichymotrypsin gibi ¢ok gesitli akut faz
proteinleri hizli bir sekilde indiiklenir. Ote yandan, IL-6, fibronektin, albiimin ve
transferrin iiretimini azaltir. Yiiksek seviyeli SAA konsantrasyonlart uzun siire devam
ettiginde, amiloid A amiloidozunun olusmasiyla birka¢ kronik enflamatuar hastaligin
ciddi bir komplikasyonuna yol agar. Bu komplikasyon cesitli organlarda progresif
bozulmaya neden olan amiloid fibril birikimi ile sonuglanir. IL-6 ayrica tastyicilarinin
kontrolii ile serum demir ve ¢inko seviyelerinin diizenlenmesinde de rol oynar. Serum
demiri i¢in, IL-6 demir tasiyict ferroportin 1'in bagirsak {izerindeki etkisini bloke eden
ve dolayisiyla serum demir seviyelerini azaltan hepcidin {iretimini indiikler. Bu durum
IL-6-hepcidin ekseninin kronik inflamasyon ile iligkili hipoferremi ve anemiden
sorumlu oldugu anlamma gelir. IL-6 kemik iligine ulastifinda, megakaryosit
olgunlagmasini arttirir ve bdylece trombositlerin serbest birakilmasina neden olur. Akut
faz protein seviyelerindeki bu degisiklikler ile kirmizi kan hiicresi ve trombosit sayilari
rutin klinik laboratuvar incelemelerinde inflamatuar siddetin degerlendirilmesinde

kullanilmaktadir (Liuzzi ve ark., 2005).

Ayrica IL-6, CD4 + T hiicrelerinin spesifik farklilagsmasini destekler, boylece
dogustan gelen kazanilmis bagisiklik tepkisine baglanmada Onemli bir islev
gerceklestirir. Trans-biiylime faktorii (TGF) -p ile kombinasyon halinde IL-6'nin, saf
CD4 + T hiicrelerinden Th17 farklilagsmasi i¢in vazgecilmez oldugu gosterilmistir.
Ancak, IL-6'nin ayn1 zamanda uyarilmis Treg farklilagsmasint TGF-P'yi de inhibe ettigi
gosterilmistir. Th17 / Treg dengesinin ylikseltilmesinin immiinolojik toleransin

bozulmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir ve bu nedenle otoimmiin ve kronik
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enflamatuar hastaliklarin gelisiminde patolojik olarak rol oynamaktadir (Kimura ve
Kishimoto 2010). Ayrica IL-6'nin, ayrica immiinoglobiilin (Ig) sentezini ve o6zellikle
IgG4 iiretimini diizenleyen T-folikiiler yardimci hiicre farklilagmasinin yani sira 1L-21
tretimini de arttirdigi gosterilmistir. IL-6 ayrica CD8 + T hiicrelerinin sitotoksik T
hiicrelerine farklilasmasini da indiikler. BSF-2, IL-6'nin aktiflestirilmis B hiicrelerinin
Ab {ireten plazma hiicrelerine farklilagmasini indiikleyebildigi, boylece IL-6'nin siirekli
olarak asir1 sentezlenmesinin hipergamaglobiilinemi ve otoantikor {iretimi ile

sonuglandig1 goriilmistiir (Ma ve ark., 2012).

IL-6, hepatositler ve lenfositler disindakiler disinda cesitli etkiler yapar ve bunlar
kronik enflamatuar hastaliklarda siklikla saptanir. Etkilerden biri, IL-6'nin kemik iligi
stromal hiicrelerinde iiretildigi zaman osteoklastlarin farklilasmasi ve aktivasyonunu
uyarmasidir. Bu durum kemik erimesine ve osteoporoza yol acar (Poli ve ark., 1994).
IL-6 ayrica, artmis anjiyogenez ve artmis vaskiiler gegirgenlige yol acan maddelerin

tiretimine neden olur (Hashizume ve ark., 2009).

IL-6, ortaya c¢ikan bazi olaylarin meydana geldiginin bildirilmesi i¢in araci
olarak islev goriir. IL-6 bulasict bir lezyonda iiretilir ve tiim viicuda bir uyar1 sinyali
gonderir. Patojene bagli molekiiler paternler olarak bilinen eksojen patojenlerin imzasi,
enfekte olmus lezyonda monositler ve makrofajlar gibi immiin hiicrelerin patojen
tanima reseptorleri  tarafindan tanmir. Bu reseptorler, Toll benzeri reseptorleri
(TLR'ler), retinoik aside uyarilabilir gen-1 benzeri reseptorleri, niikleotit baglayici
oligomerizasyon bolgesi benzeri reseptorleri ve DNA reseptorlerini igerir. NF-xB dahil
olmak tizere ¢esitli sinyal yolaklarini uyarirlar ve IL-6, timor nekroz faktori ve IL-1
gibi enflamatuar sitokinlerin mRNA'sinin transkripsiyonunu arttirirlar. TNF-a ve IL-18

ayrica IL-6'y1 liretmek i¢in transkripsiyon faktorlerini aktive eder (Kumar ve ark. 2011).

Immiin aracili hiicrelere ek olarak, mezenkimal hiicreler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve diger bir¢ok hiicre, ¢esitli uyaranlara cevap olarak IL-6'nin iiretilmesine
katilmaktadir. Cis-diizenleyici elemanlarin IL-1, TNF, TLR aracili sinyal ve forskolin
ile uyarilmasiyla aktivasyonu, IL-6 promotdriiniin aktivasyonuna yol acar. Ilging bir
bulgu, baz1 viral iriinlerin, transkripsiyon faktorlerinin DNA baglama aktivitesini

arttirmas1 ve boylece IL-6 mRNA transkripsiyonunda bir artisa yol agmasidir. Bunun
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bir 6rnegi, insan T lenfotropik viriis 1'den tiiretilen Verginin NF-B ile etkilesiminin, IL-
6 Uretimini arttirdigidir. Baska bir 6rnek, insan immiin yetmezlik viriisii 1'in bazi
proteinlerin igslemlestiricisi tarafindan hem trankripsiyon faktorlerini ve boylece DNA
baglama aktivitesinin gelistirilmesidir. Ayrica, NF-IL-6'nin DNA baglanmasinin insan
hepatit B viriisii X proteini ile gelistirilebilecegi gosterilmistir (Ohno ve ark. 1999).
Enfeksiyonlar ve doku yaralanmalar1 gibi ¢evresel stres faktorlerine cevap olarak
hizli ve gegici bir IL-6 ekspresyonu goriiliir. Bu alarm sinyali tetikler ve strese karsi
konak savunma mekanizmalarini etkinlestirir (Naka ve ark. 1997). Ayn1 zamanda, 1L-6

mRNA'nin regnaz-1 ile parcalanmasi ve IL-6 iiretiminin sonlandirilmasina yol agar.

Ayrica, IL-6'nin hastalik gelisimindeki patolojik rolii, hastaliklarin bir¢cok
hayvan modelinde oldugu gibi IL-6'nin gen inaktivasyonu veya anti-1L-6 veya anti-IL-
6R uygulamasi yoluyla bloke edilmesi olgusunda gosterilmistir. Ornegin, IL-6 blokaj,
IL-6 transgenik farelerde Castleman’in hastalik benzeri semptomlarina kars1 duyarlilikta

gozle goriiliir bir azalma ile sonuglanmistir (Katsume ve ark. 2002).

IL-6'nin biyolojik aktiviteleri ve gesitli hastaliklarda patolojik rolii géz Oniine
alindiginda, 1L-6 hedeflemesinin ¢esitli immiin aracili hastaliklar ig¢in yeni bir tedavi
stratejisi olusturmaktadir. Tocilizumab'in gelisimi bu hipotezin dogrudan bir sonucudur.
Tocilizumab, bir fare antihuman IL-6R Ab'nin tamamlayicilik belirleyici bolgelerinin
insan 1gGl'ine asilanmasiyla olusturulmustur (Sato ve ark., 1993) ve IL-6-'yu bloke
eder. TNF inhibitorleri, T hiicreli stimiilator bloke edici, B hiicreli depletory veya IL-1R
antagonisti dahil olmak {izere diger biyolojik maddeler giinlimiizde RA igin
kullanilmasia ragmen, tocilizumab orta ile siddetli aktif RA i¢in monoterapi olarak
ustiin etkinligini kanitlamistir ve birinci basamak biyolojik olarak Onerilmektedir.
Ustelik, sistemik juvenil idiyopatik artrit i¢in tocilizumab'in olaganiistii etkinligi, uzun
zamandir en inat¢1 jlivenil hastaliklardan biri olarak kabul edilen bu hastaligin

tedavisinde yeni bir ¢agin baglamasina neden olmustur (Sandborg ve Mellins, 2012).
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2.11. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a)

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ilk olarak 1975 yilinda endotoksine ugramis
Farelerin serumlarinda tespit edilmistir ve tiimorlerde nekroz olusturdugu i¢in de boyle

adlandirilmistir (Carswell ve ark., 1975).

TNF-a, TNF/TNFR (Timo6r Nekrozis FaktorReseptor) iist ailesi igerisinde yer
alan 51kDa agirliginda, immun sistemde, apoptosizde, viicut 1sisinin yiikselmesinde ve
kaseksi gelisimde rolleri olan giiclii bir proinflamatuvar sitokindir. Temel olarak aktive
edilmis makrofajlar gibi enflamatuar hiicreler tarafindan iiretilmektedir. T hiicreleri
ayrica antijenik uyaranlara cevap olarak TNF-o {iretebilir ve TNF-a, T hiicresi
aktivasyonunun bir uyaricisidir. T hiicrelerinde interferon y (IFNy) ve IL-2 reseptorii
ekspresyonunu ifade eder. B hiicresi aktivasyonunu ve immiinoglobulin (Ig) tiretimini
indiiklemektedir. Kemoattraktan 6zelliklere sahip olan TNF-a, IL-15 dahil olmak {izere
diger birgok proinflamatuar sitokin ile etkilesime girmektedir. Bu yiikseltici etki
ozellikle romatoid artrit patogenezinde 6nemli olabilecegi disiiniilmektedir (Camcioglu

ve Deniz, 2007).

TNF-o birkag farkli sinyal yolunda etkilidir. Bu etkilerden biri apoptotik
yolaklar1 diizenlemek i¢in iki hiicre yiizey reseptorii TNFR1 ve TNFR2, digeri NFkB
inflamasyonun aktivasyonu ve stresle aktive olan protein kinazlarin1t (SAPK) aktive
ettigi yollar olarak sayilabilmektedir. TNF-a reseptorler hem noronlarda hem de glia'da
bulunur. TNF-a’nin reseptorlerine baglandigi zaman ¢esitli immun sistem sistem
hiicresinin gelisimini ve aktivasyonunu saglarken hemde duyarli timor hiicrelerinin ve
virusla enfekte hiicrelerin apoptozis yoluyla 6liimiine yol agmaktadir. Sistemik olarak
pirojen etkisi gosteren ve yiiksek atese neden olan bu sitokinin asir1 uyarimi siddetli
doku yikimina hatta soka neden olabilmektedir. TNF-a birgok doku ve hiicrelerde genis
etkileri olan hiicre proliferasyonunu engelleyici ve arttirict yonde rol oynadigi gibi
kendisinide diizenleyebilen bir proteindir. inflamasyon esnasinda nétrofillerde TNF-
R55 reseptoriine baglandiginda apoptozu baglatirken nétrofil  proliferasyonunu

tetiklemektedir (Murray ve ark., 1997).
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2.12. GM-CSF

Baslica hematopoetik biiyiime faktorleri olan "Colony stimulating factor”, eritro-
poetin ve "Stem cell factor" kan hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagmasini uyaran
sitokinlerdir. CSF’ler i¢inde "Granulocyte macrophage colony stimulating factor" (GM-
CSF),"Macrophage colony stimulating factor" (M-CSF) ve "Granulocyte colony
stimulating factor” (G-CSF) yer almaktadir. Lenfokinlerden olan "interleukin-3" (IL-3)
bir CSF olarak bilinmektedir ve kemik iligini uyarmaktadir (Liles ve Voorhis, 1995).

GM-CSF, 127 aminoasitten olusan makrofaj, nétrofil, monosit ve eozinofillerin
artmasi ile diferansiasyonunda rol oynayan bir glikoproteindir. “Sargramostim” adli
rekombinant sekli “Leukine” ve “Prokine” seklinde ticari formlar1 piyasa sartlaria
sunulmustur. Tirkiye’de “Molgramostim” (Leucomax) rekombinant GM-CSF sekli ile

bulunmaktadir (Frank ve Mandell, 1995).

2.12.1. GM-CSF’in biyolojik ézellikleri

GM-CSF viicutta, fibroblast, T lenfosit, endotel hiicreleri ve monositlerde sentez
edilmektedir (Liles ve Voorhis, 1995). Fizyolojik sartlarda olgun kan hiicrelerinin
gorevlerini diizenlemede merkezi rol oynadigr bildirilmektedir. GM-CSF nétrofil
hiicrelerinde “oksidatif burst” metabolizmasin arttirir, bakteri ve mayalarin fagositoz

yetenegini yiikseltir.

In vitro GM-CSF’in nétrofil gdciinii inhibe etmektedir. Notrofilleri infeksiyon
yerinde immobilize hale getirmek GM-CSF’in fizyolojik bir gorevi olarak
goriinmektedir. Yine GM-CSF’in invitro olarak eozinofil sitotoksisitesini yiikselttigi,
bazofil hiicrelerinden histamin ortaya ¢ikmasini uyardigi bildirilmistir. Mononiikleer
fagositlerde sitotoksisite oranini, fagositoz yetene8ini ve “oksidatif burst”
metabolizmasini  yiikseltmektedir. Tiimdr hiicrelerinde tespit edilmistir. In vitro
aragtirmalarda  GM-CSF’nin monositlerin fungisidal etkisini arttirti§1 bildirilmistir.
Makrofajlarin boylece protozoalar: etkisiz birakma, dldiirme etkileri artmistir (Scarffe,

1991).
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Sagliklt bir insana subkutan veya intravendz olarak GM-CSF kullanildiginda
once notrofil diizeyinin azaldigi, 4-6 saat sonra yeniden arttig1 tespit edilmistir. Ilac
kullanim bittikten sonra 3-5 giin i¢inde notrofiller yeniden normal diizeylerine ulasirlar.
Eozinofil, monositlerde de once hafif azalma ama sonra ylikselme gozlenir. Zaman
zaman ise lenfosit diizeyinde de hafif bir ylikselmeye rastlanabilmektedir.

GM-CSF nétrofil hiicrelerinin kemik iliginde gelisme zamanini yiikselttigini ve notrofil
yasam siiresini uzattig1 belirtilmistir. Yiksek dozlarda uygulandigi durumlarda reversibl

trombositopeni gozlenmistir (Scarffe, 1991).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Caliyma materyali

Bu ¢aligmanin materyalini Van Biiyiiksehir Belediyesi mezbahanesine getirilen

91 koyundan alinan kan 6rnekleri olusturdu.

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Derin dondurucu

ELISA okuyucu(Awarenes Stat Fax 2100,USA)

Elisa yikayic1 (Awareness Stat Fax 2600,USA)

Elisa shaker inkubator (Awareness Stat Fax 2200,USA)

Disile su cihazi

3.1.3.Kullanilan Kitler

YL Biont Koyun IL 1 ELISA Kiti
YL Biont Koyun IL 6 ELISA Kiti
YL Biont Koyun TNF-a kiti

YL Biont Koyun GM-CSF Kkiti

Anaplasma antibody test kiti (Katalog no: 282- 2VMRD)

3.2. Yontem

3.2.1. Hastalarin degerlendirilmesi

Bu calismada incelemeye tabi tutulan hayvanlar oncelikle klinik goériiniimleri
dikkate alinarak yiiksek ates, istahsizlik, kilo kaybi, uyusukluk ve sarilik gibi

semptomlar yoniiyle incelendi.
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3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi

Her bir hayvanin vena jugularisinden hem antikoaglulanth hem de
antikoagulantsiz tliplere kan alindi. Ayrica her kecinin kulak ucundan alinan kan
orneginden kan siirme frotisi hazirland1 daha sonra bu frotiler Giemsa yontemiyle
boyandi. Antikoagulantsiz tiiplere alinan kanlar 30000 rpm devirde 10 dk santrifiij
edildikten sonra serumlar1 ayrildi. Elde edilen bu serumlar anaplasma antikorlarinin
tespiti i¢in yapilan cELISA testinde ve IL-1.1L-6,GM-CSG, TNF-parametrelerinin
tespitinde kullanildi.

3.3. Parazitolojik Analiz

Kan frotisinin hazirlanmasi ve boyanmasi: Koyunlarin kulak uglarindan alinan
kanlardan yapilan siirme ince kan frotisi, giemsa boyama yapilarak x100 biiylitmede

piroplasmik formlar yoniinden incelendi.

Competitive- ELISA testi: Calisma igin ticari kompetetif ELISA (c-ELISA) Kiti
(Anaplasma antibody test kit, c-ELISA, no: 282- 2VMRD-USA) kullanildi. c-ELISA
testi, Uretici firmanin test prosediiriine gore yapildi. c-ELISA yonteminin prensibi

antijen antikor reaksiyonuna dayanur.

3.4. Tumor necrosis factor o (TNF-a) tayini

Serumdaki Tumor necrosis factor a (TNF-a) tayini, Sheep Tumor necrosis factor
a (TNF- a) ELISA Kit (YL Biont Sheep Tumor necrosis factor a. (TNF- o) ELISA Kit)
(Katalog No: CK-E30635) kullanilarak gergeklestirildi. ELISA Kitleri, Statfax 2600
otomatik yikayici ve Statfax 2100 okuyucu kullanilarak ¢aligildi.

Test prensibi: Kit, 6rneklerde SheepTumor necrosis factor a (TNF-a) seviyesini
belirlemek icin ¢ift antikor sandvi¢ enzime bagli immunosorbent deneyi (ELISA)
kullanmaktadir. Onceden sheep Tumor necrosis factor o (TNF-o) monoklonal antikor
ile kaplanmis monoklonal antikor enzim kuyucuguna sheep Tumor necrosis factor a
(TNF-a) eklenip, inkiibasyon yapilir; daha sonra, immiin kompleks olusturmak igin

biotinle isaretlenmis ve Streptavidin-HRP ile kombine edilmis sheep Tumor necrosis
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factor o (TNF-a) eklendi; ardindan inkiibasyon ve kombine edilmemis enzimi yikama

islemlerini yiiriitildi. Ardindan A, B kromojen soliisyonu eklendiginde, sivinin rengi

maviye doner ve asidin etkisiyle renk sonunda sar1 oldu. Rengin parlakligi ve 86

numunenin sheep Tumor necrosis factor a (TNF- o) konsantrasyonu pozitif bicimde

iliskilidir.

Tablo 1. TNF-a test kitindeki malzemeler

1 Standard(1280ng/L) 0.5ml 7 Chraamicen 6ml
Solution A
Chr

2 Standard diluent 3ml 8 ey 6ml
Solution B

3 Microelisa Stripplate 12w8s 9 Stop Solution Gml

4 Str- HRP-Conjugate Feagent Bml 10 Instruction 1

7 i . Closure plate

3 30-wash solution 20ml 11 it 2

6 Biotin-TNF-A Ab lml 12 Sealed bags 1

Deney prosediirii: TNF-a tayini uygulama adimlari su sekilde yapilir.

Standart seyreltme islemi sekildeki gibi yapilir.

640ng/L Standard No.5 120pl Original Standard + 120l Standard diluents
320ng/L Standard No.4 120pl Standard No.5 + 120ul Standard diluents
160ng/L Standard No.3 120pl Standard No.4 + 120ul Standard diluent

80ng/L Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120ul Standard diluent

40ng/L Standard No.1 120pl Standard No.2 + 120ul Standard diluent

=3

Sekil 1. TNF-a standart seyreltme islemi.
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- Bos kuyucuk: Biyotinle isaretlenmis Sheep Tumor necrosis factor o (TNF-a) antikor,
Steptavidin-HRP ve ornek eklemeden, sadece A ve B kromojen soliisyonu ve stop
soliisyonu eklendi.

- Standart kuyucuklar: Standart 50ul, Streptavidin-HRP 50ul eklendi (standart zaten
biotin antikor ile kombine edildigi i¢in, antikor eklemeye gerek yoktur).

- Test kuyulart: 40pul 6rnek eklenip, ardindan hem 10ul SheepTumor necrosis factor o
(TNF-0) antikor hem de 50ul Streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra 370C‘de 60 dk.
inkiibe edilmis sizdirmaz membran1 yumusak bir sekilde sallayarak kilitlendi.

- Hazirlama: Beklemedeyken 30x konsantre yikama tamponunu distile su ile 30 kez
seyreltildi.

- Yikama: Membrani dikkatlice kaldirildi ve s1v1 bosaltildi, kalan su ¢alkalandi.

- Her bir kuyucuga A 50ul kromojen soliisyonu, ardindan B 50ul kromojen soliisyonu
eklendi. Yumusakca karistirarak 370C*de 1s1iktan uzakta 10 dk. inkiibe edildi.

- Stop: Reaksiyonu durdurmak icin her bir kuyucuga 50pul Stop soliisyonu eklendi (mavi
renk hemen sartya doner).

- Son Ol¢lim: Bos kuyucuk sifir olarak alinip, stop soliisyonu ekledikten sonra 15 dk.
icinde optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda ayarlandi.

- Standart konsantrasyonlarina ve uygun OD degerlerine gore, Ol¢lim egrisi dogrusal
baglanim denklemi hesaplandi ve uygun Ornegin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in
baglanim denklemindeki 6rnegin OD degeri uygulandi.

Analiz aralig1: Sng/L—1000ng/L’dir.

Duyarlilik: 2.51ng/L’dir.

3.5. IL-6, IL-1, GM-CSF Diizeyinin Tayini

Koyun serumlarinda IL-6, IL1, GM-CSF diizeyleri ticari ELISA kiti ile 6lciildii.

Standart egrisi ¢izilerek sonuclar degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release
14 Standart Version Copyright©Spss Inc.) hazir paket programi kullanildi. Kontrol ve
deney grubunun serum IL-6, TNF-a, GM-CSF ve IL-1 diizeylerinin karsilastirilmasinda
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Mann Whitney U testi, kullanilmistir. P degeri 0.05 den kiigiik olan parametreler

anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alisma icin kullanilacak olan kan oOrnekleri, Van Biiyiliksehir Belediyesi
Mezbahanesine getirilen 20 saglikli ve 20 Anaplasmosis’li koyundan saglandi. Kontrol
ve hasta gruplarinin belirlenmesi, hastaligin klinik belirtileri, giemsa boyali kan frotileri

ve serolojik yontem (cELISA) yardimiyla yapildi.

Perifer kandan yapilan ve giemsa ile boyanan preparatlarin mikroskobik
muayenesi ile eritrositler i¢erisinde mavi-mor renge boyanmis Anaplasma spp. tiirleri
gorildi.

".""l'
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Sekil 2. Kan frotilerinde Anaplasma spp. tiirlerinin eritrosit i¢indeki goriiniimii (siyah
oklar). Giemsa Boyama X 100.

22



PK

PK
NK
NK
NK

Pozitif
ornek

o000

Sekil 3. Anaplasma spp tiirleri yoniinden seropozitif ve seronegatif kan serumlarinin
ELISA pleytindeki goriintimii. (PK: Pozitif kontrol; NK: Negatif kontrol).
Toplanan 91 koyunlarin ait serum Ornegi Anaplasma spp. tlirlerinin
antikorlarmin varligr yoniinde serolojik olarak incelendiginde %73.6’s1 (67/91)
anaplasmosis yoniinden seropozitif bulundu. Kan frotisinde anaplasma etkenleri
goriinen ve ELISA inhibisyon degeri yiiksek ¢ikan koyunlarin kanlar1 analizler igin
kullanildi.

Anaplasmosisli koyunlar teshis ediltikten sonra pozitif ve negatif olarak
gruplandirilarak serum IL-1 (ng/L), TNF-a (ng/L), IL-6 (ng/L), GM-CSF (ng/L)
diizeyleri gruplar arasi istatistiksel degerlendirilmesi belirlendi. (Tablo 2) Gruplara ait

her parametrenin karsilastirilmasi ise Sekil 3,5,7,9” da verildi.
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Tablo 2. Tiim gruplara aitIL-1p (ng/L), TNF-a (ng/ml), IL-6 (ng/L), GM-CSF (ng/ml)
GM-CSF (degerleri ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (X+SX )

KONTROL (NK) | Anaplazma pozitif (PK)
PARAMETRELER (n=20) X£5 (n=20) XS
IL-1 (ng/L) 0,9587+0,13702° 0,8297 +0,19805"
3,1733+0,03860
IL-6 (ng/L) 3,14910+ 08414

TNF-a (ng/L)

1,2104+0,25144°

1,4913+0,33207"

GM-CSF (ng/L)

1,4691+0,23632°

1,7087+0,19920"

%0 Her uygulama grubu i¢inde bulunan bazi kan parametrik ortalamasinin

karsilastirilmast (ilgili kan parametresi igin, ayni satirda farkli harf tasiyan grup

ortalamalar1 arasindaki istatistiksel fark onemlidir (P<0.05).

24




IL1 (ng/L)

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

KONTROL NK Anaplasma PK

Sekil 4. IL-1 (ng/L) diizeyleri.

IL-1

y = 0,8643In(x) - 0,3088
R? = 0,9844

Absorbans nm
N
1

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Konsantrasyon ng/L

Sekil 5. IL-1 (ng/L) standart egrisi.

Koyun serumlarindaki IL- 1 konsantrasyonlar1 Tablo 2’ de ve standart egrisi
sekil 4’te verilmistir. Anaplasma seropozitif koyunlarin serum IL-1 degerleri 0,9587
iken seronegatif koyunlarm 0,8297 olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak pozitif
grubun

IL-1 degerleri negatif gruba gore daha yiiksek bulunmustur (P<0.05).
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IL-6 (ng/L)

3,5

2,5

15

0,5

KONTROL NK Anaplasma PK

Sekil 6. IL-6 (ng/L) diizeyleri.

3,6
3,55 -
£
[=
o 3,5 -
®©
2
9 3,45 -
.g y =0,0697In(x) + 3,1685
2 _
34 - R*=0,9844
3,35 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon ng/L

Sekil 7. IL-6 (ng/L) standart egrisi

Koyunlara ait 1L-6 konsantrasyon diizeyleri Tablo 2’de verilmistir. Olusturulan
IL-6 standart egrisi sekil 6’da gosterilmistir. Anaplasmaosisli ve kontrol grubu
koyunlarin serum IL-6 seviyeleri sirasiyla 3,1733 ve 3,1491 olarak bulunmustur.

[statistiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistr.
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TNF-a (ng/L)
1,6
1,4

1,2

[EnY

0,8
0,6
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0,2

KONTROL NK Anaplasma PK

Sekil 8. TNF-a (ng/L) diizeyleri

TNF-a

Absorbans nm
N
1

1 y = 0,8236In(x) - 0,6674
R? = 0,9884

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon ng/L

Sekil 9. TNF -a. (ng/L) standart egrisi

Koyun serumlarindaki TNF-a konsantrasyon diizeyleri Tablo 2’de verilmistir.
TNF-o standart egrisi sekil 8’de gosterilmistir. Anaplasmosis ile enfekte olan koyun
serum TNF-a seviyeleri 1,4913 kontrol grubu koyunlarda 1,2104 olarak hesaplanmuistir.

Anaplasmosisli gruptaki yiikselme istatistiki olarak dnemli ¢ikmuistir.
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GM-CSF (ng/L)
1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2
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Sekil 10. GM-CSF (ng/L) diizeyleri.

GM-CSF

3,5

2,5

Absorbans nm
N

1,5 - y = 0,493In(x) + 1,2531
1 R? = 0,9804
0,5 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Konsantrasyon ng/L

Sekil 11. GM-CSF (ng/L) standart egrisi

Koyun serumlarindaki GM-CSF konsantrasyonlar1 Tablo 2’de standart egrisi
sekil 10” da verilmistir. Anaplasma seropozitif koyunlar ve kontrol grubu koyunlarin
GM-CSF seviyeleri (ortalama) sirasiyla 1,7087 ve 1,469 olarak tespit edilmistir.
Anaplasmosis pozirif koyunlar negatif gruba gore istatistiksel olarak yiiksek (P<0.05)

bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Koyun yetistiriciliginde keneler ile tasinan paraziter hastaliklar Tiirkiye’de ve
diinyada oldukc¢a yaygindir ve azimsanmayacak ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Anaplasmosiz, insanlart ve hayvanlari etkileyen kene kaynakli olan intra-eritrositik
paraziter bir enfeksiyondur (Torina ve digerleri, 2000).

Kiigiik ruminantlarda A. ovis ve A. phagocytophilum anaplasmosise neden
olmaktadir. Bu hayvanlarda A. ovis enfeksiyonlari ¢ogunlukla klinik belirtileri hafif
seyreder ancak savunma sistemi zayiflatan bazi kot sartlarin varliginda Oliimle

sonuclanacak kadar hastaligin siddeti artmaktadir (Hornok ve ark 2009; Atas M, 2015).

Parazitemi diizeyi tasiyic1 hayvanlarda ve uzun siiren enfeksiyonlarda genellikle
az oldugundan dolayr mikroskobik muayene ile yapilan muayenelerde yanilmalar
olabilmektedir. Bu durumlarda teshis i¢in serolojik testlerden ve molekiiler
yontemlerden faydalanilmasi gerekmektedir (Dik ve Seving, 2002). cELISA metodu, A.

ovis'in serolojik teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

A. ovis'in Tirkiye'deki ilk raporu 1931 gibi erken Dbir tarihte
Lestoquardtarafindan yapilmistir (Lestoquard ve Ekrem, 1931). Bundan sonra 520
klinik olarak siipheli olan koyunlarda Giemsa boyama ile teshis edilerek A. ovis'in%
1.3'iniin yaygmligin1 bildirilmistir. Klinik olarak saglikli koyunlarda, A. Ovis 236
hayvanin dordiinde (% 1,7) bulunmus ve o0 da A. ovis'in birlikte bulastigini
gozlemlenmis ve arastirilan koyunlarim % 0.4'Ginde B.ovis tespit edilmistir.
Anaplasmosiz insidans1 daha yiiksek olmasina ragmen goreceli olarak simdiye kadar
spesifik olmayan tespit yontemleri ile géz ard1 edilmistir. Tiirkiye'deki koyun ve kegiler
arasinda da klinik olarak splenektomi sonrasi Anaplasmosiz insidansi daha yiiksek

bulunmustur (Goksu, 1965).

Ayrica 1955 yilinda yapilan 6nceki bir ¢alismada, Tiirkiye'de A. ovis'in ve B.
Ovis ile koenfeksiyonu, koyunlarda bulundu (Myalo, 1957). Kii¢iik ruminantlarda A.
ovis enfeksiyonu ile ilgili, pozitif test edilen hayvanlarin sayisi ¢alismada %31,4 tiir. Bu

bildirilenden ¢ok daha yiiksek daha 6nce ve istila oraninin goriindiigiinii géstermektedir.
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Parazit veya diger enfeksiyonun sebep oldugu doku hasarinin olugmasi sonucu
spesifik olmayan bir reaksiyonu olan akut faz cevabi (AFC) aktive olmaktadir. Akut faz
cevabi, bazi1 proinflamatuvar sitokinler (IL-6, TNF-a ve IL-1) vasitasi ile aktive edilir.
Birtakim plazma proteinlerinin iiretilmesi AFC doneminde artmaktadir. Sentezi
uyarilarak artan bu proteinler, dokularin daha fazla zarar goérmesine engel olur ve

boylece iyilesme hizlanmaktadir.

Ancak AFC olmasi gerektiginden uzun siirdii§ii zamanlarda da istenmeyen
etkiler meydana gelmektedir. Bu meydana gelen metabolik degisikliklerde etkili esas
mediatorler ise sitokinlerdir (Khovidhunkit ve ark., 2000). Ruminantlarda ana akut faz
protinleri (APP) olan Serum haptoglobin (Hp) ve serum amiloid-A (SAA) nin pek ¢ok
calismada, cesitli kosullarda klinik olarak yararli parametreler olarak Onemi
vurgulanmigtir. Sigirlarda enfekte theileriosisde bu parametrelerin artmis oldugu
gbzlenmistir (Nazifi ve ark., 2009). Yine anaplazma ile enfekte ruminantlarda da bu
parametrelerin saglikli sigirlara kiyasla Hp seviyelerinde 10 kattan fazla arttigi
bildirilmistir. Hp ve SAA konsantrasyonlari, A. marginale ile iliskili parazitemi ile
sigirlarda inflamasyonun iyi gostergeleri olabilir. Anaplazma enfeksiyonu sonrasi
inflamasyonda APP sentezinin &nemli uyarilmasma neden olur. Bu nedenle, A.
marginale ile sigirlarda akut faz yanitinin degerlendirilmesi inflamasyonun belirlenmesi
icin 6nemlidir (Coskun ve ark., 2012). Murata ve ark., temel APP'leri, enfeksiyon veya
travma gibi bir uyaranin bir sonucu olarak bazal seviyelere gore seviyeleri 10 ila 100
kat artan proteinler olarak tanimlamaktadir (Murata ve ark.,2004). Skinner ve ark. Hp
konsantrasyonlarinin 200 /g / mL'den yliksek oldugunda hafif inflamasyona, 400 ng /
mL'de siddetli inflamasyona ve 1-2 mg / dL seviyelerinde genislemis patolojik
lezyonlara isaret ettigini belirtmistir (Skinner ve ark., 1991). Yiiksek mortalite orani
perakut anaplazmozu, en sik saftkan hayvanlarda ve yiiksek tlretimli siit ineklerinde

gelisen birkag saatlik klinik belirtiler ile karakterizedir (Kocan ve ark., 2010).

Sitokinler canlilarda genellikle lenfoid doku ve kan hiicrelerinden salinmaktadir.
Dokularda sergiledikleri etkilerine goére inflamasyonu aktive eden proinflamatuar
sitokinler (IL-6, Timor nekrozis faktor, IL1) ve yangiyr engelleyen antiinflamatuar
sitokinler (IL-10) seklinde smiflandirilir (Tsai ve ark., 2013). TNF konak¢i immun

sistemin diizenlenmesinde Onemli rolii vardir (Qiu ve ark., 2011). TNFa sadece
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bakteriyal etkenli enfeksiyonlarde degil oObiir enfeksiyonlarda hizli salindigi ve
meteboizmada cesitli etkileri olan ama genellikle proinflamatuar sitokin yanitin ana
regiilatorii oldugu rapor edilmistir (Parameswaran ve Patial, 2010).

Proinflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlari sepsisin prognozu ve c¢oklu organ
fonksiyon bozuklugu gelisimi ile korreledir (Edith ve ark., 2004). Ayrica, tavsanlarda
yiksek konsantrasyonlarda pro-enflamatuar sitokin inflizyonu c¢oklu organ
disfonksiyonu sendromu ile iliskilendirilmistir (Kusawa ve ark., 1988). Cesitli
calismalarda, baz1 hastaliklarin siddetinin anlasilmast ve klinik sonuglarin
ongoriilmesinde dolagimdaki proinflamatuar sitokin seviyelerinin degerlendirilmesinin
yararli olabilecegi ileri stirilmiistiir (Orro ve ark. 2011; El-Ashker ve ark. 2013; El-
Ashker ve ark., 2014).

Yapilan ¢alismalarda, TNF-o‘nin makrofajlart uyararak NO ve ROS miktarini
artirdi@1 bildirilmistir. Yine baska arastirmalarda, 25 adet akut inflamasyon sirasinda
aktif haldeki makrofajlarin parazitleri fagositozla ve stiperoksit, NO, peroksinitrit gibi
toksik maddeleri {ireterek etkisiz hale getirildigi rapor edilmistir (Shoda ve ark.2000 ve
Goff ve ark., 2002). Immun sistemde paraziter enfeksiyonlara karsi ve akut
hastaliklarda 1L-6 ve TNF-0, klinik semptomlarin meydana gelmesinde rol
oynamaktadir (Grab ve ark., 2007). Savunma sistemi tarafindan sentezlenen IL-1p,
canlilarda IL-6 salinimini aktive etmektedir (Dinarello 2005). Mevcut ¢alismada, benzer

sekilde TNF-a ve IL-I diizeyinin yiikseldigi tespit edilmistir.

IL-6 ise inflamasyonda 6nemli rolleri olan mediatordiir ve amiloid-A ile C-
reaktif proteinin sentezlenmesine neden olur. Ayni zamanda T hiicrelerinin gelismesi ve
farkililagmasini da saglar (Kishimoto 2006). Enfeksiyon durumlarinda antiinflamasyon
ve inflamasyon arasindaki iligkinin dengeli olmasi canlilar i¢in olduk¢a Onemlidir.
Makrofajlar ve graniilositlerce salgilanan ve sitokin dretimini engelleyen
antiinflamatuar etkili I1L-10, proinflamatuar sitokinlerin (IL-6,TNFa, IL-1p,) olusumuna

bask1 yapmaktadir (Tsai ve ark 2013).

IL-6 seviyesinin Anaplasma phagocytophilumun sebep oldugu anaplazma
hastaliginda yiikseldigi tespit edilmistir. Sigirlarda yapilan bir bagka ¢alismada da IL-6
diizeyi yiikseldigi rapor edilmistir (Ergoniil ve Kontas, 2009). Bu artisin sebebi,
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anaplasmozis etkenlerinin makrofajlar1 aktive etmesi ile IL-6 diizeyindeki yiikselmesi
seklinde agiklanabilir. Bu ¢alismada da sayisal olarak yilikselmistir ama istatistiki onem

c¢tkmamustir. Bunun sebebi IL 10’ nun artik baskilamaya baglamasi olarak diisiiniilebilir.

IL-6 hem dogal kazanilmis bagisiklikta etkilidir, hem de T lenfositlerinde 1L-10
sentezini aktive etmektedir. IL-10 ise hiicre aracilt immiin cevabi inhibe etmektedir.
Sitokinler 6ncelikli olarak enfeksiyonlar i¢in savunma siteminde rol alirlar (Naka ve
ark., 2002). Proinflamasyon sitokinlerden biri olan interlokin-6 (IL-6) hiicre
savunmasinda ¢esitli gorevlere aracilik etmektedir. T lenfositleri uyarir ve B
lenfositlerde ise farklilagsma faktorii olarak etkisini gdstermektedir ve B hiicrelerinde
antikor yapimini uyarmaktadir. IL-6, T lenfositleri uyarmasi sonucu sentezi artan 1L-10
ise IL-1 TNF- o ve IL-6 iiretimini baskilamaktadir. Bu etkisini IL-6, TNF-o ve IL-1 gibi
sitokinlerin {iretimini transkripsiyonel olarak ve posttranskripsiyonel seviyede
baskilayarak meydana getirir. Sonug olarak IL-10 genel inflamasyon oncesi sitokinleri
ve konaklarin akut faz cevabini baskilayarak, yanginin siddetinin azalmasina neden
olmaktadir (Bortesi ve ark., 2009). Interlokinler parazit enfeksiyonlarma karsi immun
sitemde Onemli rol oynamaktadir fakat dengesiz ve fazla sentezleri zararli
olabilmektedir. Bu zararli etkiler; dokularda hasar, lipid peroksidasyonu, kilo kayb1 ve
sok olarak sayilabilir ( Dinerallo CA,2000).

Brown ve ark.(1996), B. Bovis enfeksiyonunda Abbott ve ark. (2005), ise
anaplasmosiste IL-10 diizeyinin arttigin1 bildirmislerdir. Yapilan bir c¢alismada;
A fagositofil ile enfekte koyunlarin bakteriyemi siiresince proinflamatuvar sitokinleri

kodlayan bazi apoptotik genlerin diizenlenmesi ile karakterize oldugu gdsterilmistir

(Woldehiwet and Yavari, 2014).

A. fagositofilum ile enfekte olmus nétrofiller, vaskiiler gegirgenlikte arttirilmis
degisiklikler de dahil olmak iizere bircok etkiye sahip biyolojik olarak aktif bilesikler
olan kemokinlerin (IL-8) ve sitokinlerin (IL-6) (Choi ve ark. ,2005) {iretimi igin belirgin
sekilde aktive edilmektedir. Endotel hiicre sito-iskeletindeki degisiklikler ile iligkili
olarak oOrnegin, IL-8 ve TNF-a, Rho ve Rac GTPaz- yoluyla aktin yeniden
diizenlemelerini (F-aktin polimerizasyonu / stres lifi olusumu) degistirerek serebral

vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve beyin disi mikrovaskiiler hiicrelerde gecirgenlik
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degisikliklerine neden olur. (Talavera ve ark., 2004). IL-6 ayrica parankim hasarina
katkida bulunurken, hem IL-6 hem de IL-10 telafi edici néroprotektif faktorler olarak
etki edebilir (Sternberg ve ark., 2005). Tester ve arkadaslar1 koinfeksiyon sirasinda
insan BMEC'sinde gecici parcalanmaya dogrudan katkida bulunabilecek kemokinlerin
(IL-8 ve MIP-la) ve sitokinlerin (IL-6, IL-10 ve TNF-a) salgilanmasini gdstermistir.
Arttirllmis kemokin / sitokin salgilanmasinin biyolojik sonuglari, ifadesi de arttirilmis
olan bir MMP'nin dogrudan etkisi ile daha da arttirilabilir (Tester ve ark., 2007). Ek
olarak, A. fagocytophilum enfeksiyonu nétrofillerin fagositozu bozar. Sinir siteminde bir
hastalik virtisii ile koinfekte edilmis koyunlarda gii¢lendirilmis bir klinik hastalik olan
Anaplazma fagositofilum bulundugu bir goésterilmistir (Garyu ve ark., 2005).

Ruminantlarda deneysel T.annulata etkeni ile enfekte oldugu zaman,
makrofajlardan TNF-a ve NO sentezlendigi; her iki mediatoriin sentezinin kiiltiir
hiicrelerinr INF-y’ya eklenmesi ile yiikseldigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda T. annulata
etkenleri ile enfekte hiicreler, [IFN-a’y1 sentezlerler. Bu yol ile sentezlenen IFN-a ve
tireyen parazitlerle aktive olan NK hiicreler ve yardimer T lenfositleri yine CD8 ve CD4
gibi reseptorlere sahip T lenfositleri, IFN-y’yi sentezlerler. Bu sentezlenen IFN-y
sayesinde aktive olan makrofajlar ise nitrik oksiti ve TNF-a’y1 sentezlerler (Visser ve
ark., 1995).

Anaplasmosisli sigirlarda yapilan bir arastimada, lipid peroksidasyonun, IL-6,
NO, 1s1 protein seviyesindeki yiikselmenin sebebi anaplasma etkeni olan parazitler ile
konak immun sisteminin stimiile etmesidir ve meydana gelen inflamasyon ile beraber
oksidatif stres ortaya ciktigindan dolayr HSP 27, MDA, IL-6 ve NO seviyelerinin
tespiti, anaplasmosisin teshisinde fayda saglayacagi bildirilmistir (Ergoniil ve Askar,

2009).

Yapilan bir ¢alismada koyunlara immun sistemi uyaran Corynebacterium cutis lizati
(CCL) verilmis ve sitokinler iizerinde dalgalanmalara neden oldugu fakat TNF, IL-1 ve

IL-6 diizeylerinde istatistiki 6nem ¢ikmadig: tespit edilmistir.

Hematopoetik biiyiime faktdri olan graniilosit makrofaj koloni wuyarict faktor
(granulocyte makrophage colong stimulating factor, GM-CSF) kan hiicrelerinin

cogalmast ve farklilagmasini uyaran sitokinlerdir. Hematopoetik biiylime faktorleri
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ticari olarak kliniklerde infeksiyon hastaliklarinda kullanilmakadir. Kanser
kemoterapisi sonucu gelisen akut ndtropeni vakalarinda, sarkoma, lenfoma ve solid
timorlic  hastalarda kemoterapi sonrasi notropeniyi  azalttigi bazi  ¢alismalarda
gosterilmistir. GM-CSF parasetamol ile kontrol edilebilen IL-1 artisina bagli ates
yanitina neden olabilir. Periferik kan kok hiicre transplantasyonlarinda G-CSF ve GM-
CSF ile uyarilan periferik kan hiicreleri 16koforezle toplanarak sitotoksik tedavi sonucu
gelisen kemik iligi aplazilerinde uygulanmaktadir. Bu hastalarda ndétropenik ve
trombositopenik siire kisalmis, antibiyotik kullanim siiresi azalmistir. Bu uygulama

relaps ve mortalite oranini degistirmemistir (Scarffe,1991; Lieschke ve Burgess, 1992).

Kronik nétropenik hastaliklarda siklik notropenili ve konjenital ndtropenili
hastalarda yapilan az sayida ¢alismada eozinofili olusturmasi ve yan etkileri nedeniyle
GM-CSF vyerine G-CSF’in daha uygun olabilecegi sonucuna varilmistir. Aplastik
anemilerde ¢ok agir olmayan olgularda noétrofil diizeyini arttirdigi gosterilmistir.
Retikiilosit sayis1 artmakla birlikte hastalarin transfiizyon gereksinimi degismemistir.
Agir aplazilerde yanit ¢ok daha disiliktiir. Myeloid 16semi ve myelodisplastik
sendromlarda ise GM-CSF 16semik hiicreleri aktive ederek, kemoterapdtik ajanin bu
hiicreler {iizerine etkinliginin artmasima neden olarak olumlu etki olusturabilecegi
bildirilmistir (Lieschke ve Burgess, 1992). HIV infeksiyonlarinda, ~GM-CSF’in,
notrofil, eozinofil ve monosit diizeylerini arttirarak bazi nétrofil fonksiyon defektlerini

diizelttigi bildirilmektedir (Scarffe,1991; Frank ve Mandell, 1995 ).

GM-CSF’in en oOnemli etkilerinden biri, kemik iligi transplantasyonlar1 ve
l6semi tedavisinden sonra gelisen invazif kandida ve fusarium infeksiyonlarinin
tedavisindeki basarisidir. Bu etkisini olasilikla monosit ve makrofaj aktivasyonu ile
saglamaktadir. GM-CSF’in lokal uygulamalarda Dendritik hiicreler ve Langerhans
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve matiirasyonunun sagladigi, antijen sunan hiicreleri aktive
ettigi, sistemik uygulamada antikor yapimimi arttirdigi = gosterilmistir. Bu
immiinomodiilatér o6zellikleri nedeniyle, asilarin antijenik Ozelliklerini arttirarak ve
Ozellikle immiinosupresif hastalarda asiya yaniti giiclendirerek etkili olabilecegi
diistintildiiglinden, as1 ¢aligmalarinda denemeye baslanmistir. Hepatit B asis1 ile yapilan
bir pilot ¢alismada, GM-CSF ile yiiksek anti- HBs yanit1 elde edilmistir. influenza,

HIV, malaria ve timoér asilarinda etkisi arastirilmaktadir (Jones ve ark., 1994). Hayvan
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calismalarinda lokal GM-CSF’in yara kontraksiyonunu hizlandirdigi ve kontamine yara
iyilesmesini kolaylastirdigi belirlenmistir (Maurer ve Stingl, 1996). Bu sonuglar,

gelecekte ilging bir uygulama sahasi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Aspergillus infeksiyonlarinda ise kismi bir diizelme goriilmiistiir (Karp ve ark.,
1994; Frank ve Mandell, 1995). In vitro parazitler {izerine de etkisi Trypanasoma crusi
ve Leishmania tropica hiicre kiiltiir modellerinde gosterilmistir (Scarffe,1991; Karp ve
ark., 1994). Ancak GM-CSF’in paraziter infeksiyonlarda etkisinin klinik diizeyde

aragtirtlmasi gereklidir.

Sunulan ¢alismada GM-CSF degerleri anaplasmaosiste yliksek bulnmustur.
Yiiksek bulunmasi anaplasmosis etkeninin kan hiicrelerinde yaptigi etkiyi diizeltmeye
yonelik immun sistemin verdigi cevap olarak degerlendirilmistir. Ticari formu hastalik

belirtilerini hafiletmek i¢in ek olarak kullanilmasi faydal olabilir.

Sonu¢  olarak, Anaplazma enfeksiyonunundaki bulgularimiz  agikca
gostermektedir ki, dlglilen inflamatuar belirteclerinin yiiksek seviyeleri ve tepkilerin
kapsami nemli bir prognostik gosterge gorevi gérmektedir. Arasinda Incelenen farkli
biyokimyasal degiskenler arasinda IL-1 ile parazitemi diizeyleri ile en fazla yiikselmeyi
gosterdi ve bu nedenle inflamasyon i¢in biyobelirte¢ olarak gorev yapabilir. Anaplazma
enfeksiyonu ile iliskili, 6l¢iilen inflamatuar belirtegler, hastaligin sonucunu onceden
belirlemek i¢in faydali bir ara¢ olabilir. Anaplazmozis enfeksiyonlarinda tedavi ve
korunma i¢in hasta hayvanlarin tedavi edilmesi, tasiyicit olan hayvanlarin teshisi ve bu
hayvanlarin barmak iginde idaresi, tehlikeli vektorlerin ortaya konmasi ve keneler ile

miicadelesinin gii¢lii bir sekilde olmas1 mutlaka gereklidir.

Kiicik ruminantlar bircok alanda et, siit, deri ve yin kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Giin gectikge artan talepler bu hayvanalrin hastaliklarinin daha iyi
anlasilmasi ve epidemiyolojik olarak saglam verilerin olusturulmasina izin verilmelidir.
Ileride yapilacak calismalar kiiciik ruminantlarda bakterilerin saghk {izerindeki
etkilerini degerlendirmek, koinfeksiyon lizerindeki etkisine 6zel onem vermek daha
once tarif edildigi gibi diger patojenlerle ve ovine anaplasmosis'in sosyo-ekonomik
etkisini degerlendirme {izerine yogunlagilmalidir. Ayrica, iletim yollar1 eklembacakli

vektorler dahil, acikga belli olan alanlarin ortaya konulmasi gereklidir.
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Immun Sistem parametrelerinin nasil etkilendigi ile ilgili calismalar hastaliklara
kars1 alinabilecek 6nlemlerde ve tedavide izlenen yollarda ciddi katkilar saglamaktadir

Gelistirilebilecek asi, ilag vb.i¢in faydalanilacak bilgiler sunulacaktir.

Sundugumuz ¢alisma ile immun sistemdeki Anaplazmosiz ile ilgili gelismeler ve
hastaligin olugsmasini etkileyen faktorler ile ilgili arastirmalarin artmasi, gelecekte
gelistirilecek immunoterapi g¢alismalart i¢in faydali olabilecek bilgi birikimine ve
Anaplasmaya kars1i yapilacak yeni arastirmalarda 6nemli katkilarda bulunacagi

diistiniilmektedir.
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OZGECMIS

1985 ylinda Igdir’da dogdu. I[lkdgretimimi 1991-1996 yillar1 arasinda
cumhuriyet ilkokulunda, 1996-1999 yillarinda arasinda Ziya Gokalp Ortaokulunda,
1996-2002 yillar1 arasinda Igdir Lisesinde lise egitimimi tamamladi. Universite
egitimime 2006 yilinda Kiitahya Dumlupmar Universitesi Saghik Yiiksek Okulu
Hemsirelik boliimiinde bagladi. Mezun olduktan sonra dort ay siiresince Kiitahya
Lokman Hekim Tip Merkezi Hastanesinde c¢alisttm. 2011 yilinda Ergis Devlet
Hastanesinde ¢aligmaya basladi. Aym yil iginde Van Yiiziincii Y1l Universitesinde
Veterinerlik Fakiiltesi Fizyoloji Boliimiinde yiiksek lisansima bagladi. Evli ve iki ¢ocuk

annesidir. Halen Ercis Devlet Hastanesinde hemsire olarak gorev yapmaktadir.
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