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OZET
Dirofilaria immitis’li Koépeklerde Paraoksonaz Aktivitesi ve Lipid

Profilinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada D. immitis ile enfekte kopeklerde paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi,
lipid profili (trigliserit, total kolesterol, VLDL, LDL, HDL kolesterol) ve enzim aktivite
(AST, ALT, LDH, CK, CK-MB) degisimlerinin ortaya konulmasi amaglanmaktadir.
Caligsma, 4-6 yas aras130 saglikli ve 30 dirofilariosisli kopekde gerceklestirilmistir.

Dirofilariosisli kopeklerde serum aspartat aminotransferaz (p < 0.001), alanin
aminotransferaz (p < 0.001), kreatin kinaz (p < 0.001) ve laktat dehidrogenaz (p < 0.01)
aktivitesi ile kreatin kinaz-MB izoenzim (p < 0.001) aktivitesi, saghkli kdpeklere gore
yikksek bulunmustur. Serum bazal paraoksonaz (p < 0.01) ve sodyum kloriir ile uyarilmis
paraoksonaz aktivitesi (p < 0.05) aktivitesi ise saglikli kopeklere gore diisik bulunmustur.
Serum arilesteraz aktivitesinde ise dirofilariosisli ve saglikl kdpekler arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir fark bulunamamistr. Yapilan lipid profili analizlerinde ise,
dirofilariosisli kopeklerde serum trigliserid (p < 0.01), ¢ok diisiikk dansiteli lipoprotein (p <
0.05) ve diisiik dansiteli lipoprotein (p < 0.001) diizeyleri saghkl kdpeklere gore yiiksek
bulunurken, serum total kolesterol (p < 0.001) ve yiiksek dansiteli lipoprotein (p < 0.01)
aktivitesi ise diigiik bulunmustur.

Arastrmadan elde edilen verilerin 1s1ginda, serum bazal paraoksonaz ve sodyum
kloriir ile uyarilmig paraoksonaz aktivite diizeyi 6l¢timlerinin, dirofilariosisli kopeklerde
meydana gelen kardiak hasarin belirlenmesinde, LDH ve CK-MB gibi yararli bir indikator

olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dirofilariosis, Kopek, Paraoksonaz, Lipid profili



ABSTRACT

The Determination of Paraoxonase Activity and Lipid Profile Levels in
Dogs with Dirofilaria immitis

In this study we aimed to define the changes in enzyme activities (AST, ALT, LDH,
CK, CK-MB) with paraoxonase and arylesterase activity and lipid prophile (triglycerides,
total cholesterol, very low-density lipoprotein, low-density lipoprotein, high-density
lipoprotein) in dogs with dirofilariosis. Thirteen healthy and 30 dirofilariosis infected dog
over 4-6 year old age were subjected in the recent study.

Serum aspartate aminotransferase (p < 0.001), alanin aminotransferase (p < 0.001),
creatine kinase (p < 0.001), creatine kinase MB fraction (p < 0.001) and laktat
dehidrogenase (p < 0.01) activities were determined significantly higher in dogs with
dirofilariosis than the healthy dogs. On the other hand, serum basal paraoxonase (p < 0.01)
and sodium chlorine induced paraoxonase (p < 0.05) activities were significantly lower
than the control group. There was no statistical difference in serum arylesterase activity
between healthy and dogs with dirofilariosis. According to lipid profile analyses, while
serum trigliserid (p < 0.01), very low-density lipoprotein (p < 0.05), and low-density
lipoprotein (p < 0.001) levels were found significantly higher in dogs with dirofilariosis,
however, serum total cholesterol (p < 0.001) and high-density lipoprotein (p < 0.01) levels
were found significantly lower than the healthy dogs.

According to the results obtained in the study, serum bazal paraoxonase and sodium
chlorine induced paraoxonase activity measurement may be useful tools, like LDH and
CK-MB, inthe determination of cardiac damage in dirofilariosis.

Key Words: Dirofilariosis, Dog, Paraoxonase, Lipid prophile



1.GIRIS

Dirofilariosis, sivrisineklerle bulasan 6zellikle kardiopulmoner hastaliklara yol agan
dirofilaria tiirlerinin neden oldugu zoonoz bir paraziter hastaliktir (Montoya 2006; Sevimli
ve ark. 2007). Hastalik genellikle kopek ve kopekgillerde enfeksiyona neden olmakla
birlikte nadiren kedi ve insanlarda da enfeksiyon meydana getirebilmektedir. Insanlarda,
insan pulmoner dirofilariosis (HPD) olarak literatire gegen ve pulmoner nodillerle
karakterize hastaliga neden olur.

Dirofilariosis tiim diinyada yaygin olarak bulunmasina ragmen tropik, subtropik ve
sicak iilkkelerde daha yaygmn olarak bulunmustur (Saritas ve ark. 2003). Diinyanmn birgok
yerinde ¢esitli hayvanlarda ve insanlarda Dirofilaria cinsine baglh yaklask 40 tiir
bulunmaktadwr. Bunlar arasinda kdpeklerde en yaygin olarak goriilen ve insanlarda da
hastalik yapabilen tiirler D. immitis ve D. repens olup, bu iki parazite de Tiirkiye’deki
kopeklerde rastlaniimistir (Sahin ve ark. 2004). Hastaligmn bulagsma ve yayilmasinda disi
sivrisinekler ara konakg¢1 olarak gorev yapmaktadirlar. Arakonak¢nm sivrisinekler olmasi
nedeniyle genellikle nehir veya bataklik kiyisinda yasayan ve hatta kopeklerle higbir
temas1 olmayan insanlarda da gézlenmektedir (Cakroglu ve Meral 2007).

Dirofilariosis, diger ad1 ile Kalp kurdu hastaligi, biitiin diinyay1 kapsayan 6nemli ve
kiresel dagilimiyla yalnizca kopeklerin degil, insan hayatin1 da tehdit eden bir zoonoz
hastaliktir (Niwetpathomwat ve ark. 2007). Tirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan
calismalarda, dirofilariosisin prevalansmm % 1.52-65.4 arasinda degistigi ve hastahigin
hala iikemizde hayvan ve insan sagligi agisindan biiyik risk olusturdugu bildirilmistir
(Goz ve ark. 2007). Kopeklerin bu en 6nemli kardiopulmoner hastaliginin zoonoz olmasi
nedeni ile, enfekte kopeklerin belirlenerek eliminasyonu ve sagaltimlarinin yapilmast,

insan ve kdpek saghigi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Voyvada ve Pasa 2004).



2. GENEL BiLGiLER

2.1. Dirofilariosis

Dirofilariosis, filarial bir nematod olan Dirofilaria immitis’in neden oldugu, ara
konake1 sivrisinekler tarafindan nakledilen paraziter bir hastaliktir (G6z ve ark. 2007).
Kopeklerde en yaygin olarak goriilen ve insanlarda da hastalik yapabilen tiirler D. immitis
ve D. repens olup, her ikiparazite Tirkiye’dekikopeklerde rastlanilmustir.

D. immitis kopekler basta olmak tizere kedi, tilki, kurt ve bazen de insanlarda, D.
repens ise kopek, kedi, aslan ve kirmizi tilkkilerde hastalik olusturmaktadir (Sahin ve ark.
2004). D. immitis’in mikrofilerleri son konak¢min perifer kaninda, olgun parazitleri ise
son konak¢inin sag ventrikulus, pulmoner arterlerinde, seyrek olarak da vena cava, periton
boslugu ve camera oculi anteriorunda bulunmaktadir (Sahin ve ark. 2004). D. repens’in
olgunlar1 ise son konak¢min derialt1 bag dokusunda, mikrofilerleri ise perifer kan ve lenf

araliklarinda goriilmektedir (Balikg1 ve Sevgili 2005).
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Sekil 2.1 Modifiye Knott ile tespit edilen D. immitis mikrofilerler (Voyvada ve Pasa
2004).

Dirofilariosis, tiim diinyada goriilmekle birlikte, 6zellikle tropikal ve subtropikal iilke
ve bolgelerde endemik olarak goriilmektedir (Voyvoda ve ark. 2002). Tropikal iklime
sahip bolgelerde yil boyunca goriilmesine karsin, sicak iklime sahip bolgelerde bu durum



sivrisineklerin aktivitesine bagh olarak degisim gostermektedir. (Yildrim ve ark. 2007).
Dirofilaria tiirlerinin gelismesinde, Culex, Aedes, Anopheles, Ayzorhynchus, Avmigenes,
Taeniorhychus ve Mansonia cinslere bagl ¢esitli sokucu sinek tiirleri ara konakgilik
yapmaktadir (Sahin ve ark. 2004).

Dirofilariosis hakkindaki ilk makaleler 1938 yilinda Itagaki ve Kuma tarafindan
yaymlanmistr. Tiirkiye’de ise ilk olarak 1951 yilinda bir kdpegin perifer kaninda D.
immitis mikrofilerleri tespit edilmistir. 1957 yilindan bugiine kadar ise kediler iizerinde
Dirofilaria immitis’in etkisi incelenmektedir (Agaoglu ve ark. 2000).

Dirofilariosis kopeklerde genellikle asemptomatik seyreder (Kose 2005). Kopeklerde
D. immitis enfeksiyonunun olusmasinda sivrisinekler ve sicaklik gibi ¢evre sartlari
yaninda, kopeklerin yas1 da 6nem tagmmaktadwr. Hastalik bir yasin altindaki kopeklerde
nadir olarak goriiliitken, 4-7 yasindaki kopekler en riskli grubu olusturmaktadir. 8-9
yagindan biiylik kopeklerin immun sistemlerinin parazitin olgunlagsmasini engellemesi
nedeniyle yash kdpeklerde enfeksiyon riski az olmaktadr ( Mc Call ve ark. 2004; Oncel ve
Vural 2007). Ayrica sokak kopeklerinin evde beslenen kopeklere gore daha fazla kan emici
sivrisineklere maruz kalmasi nedeni ile hastalik sokak kopeklerinde daha sk goriiliir
(Agaoglu 2000).

2.1.1.Dirofilaria Etkenlerinin Yasam Siklusu

Dirofilaria’nin yasam siklusu, disi sivrisinegin, enfekte konak¢i hayvani isirarak
mikrofileri (Larva 1) yutmasiyla baslar. Mikrofilerler enfekte konaklarin perifer kaninda
bulunur. Alman mikrofilerler sinegin malpigi tiiplerine gecerek 2. donem larva haline
dontstirler. Mikrofilerler disi sivrisinegin viicudundaki gelisimlerini tamamlarlar ve
takibeden 2-2.5 hafta i¢inde enfektif larvalar meydana gelir (Larva 3). Sivrisinek bir
kopegi 1sirdiginda, bu larvalar yeni konaga girer. Larvalar deri altinda 9-12 giin dolasarak
Larva 4 ve daha sonrada Larva 5 sathasma erisirler. Olusan geng kalp kurtlar,
mikrofilerlerin konakgiya girisinden ortalama 100 giin sonra dolagim sistemine girerler ve
oncelikle kaudal akciger loblarinin perifer pulmoner arterlerlerine sonra kas ve yag
dokularmma yerlesirler. Parazit sayisi arttikca sag ventrikiile, sayr 50'yi astiginda sag
atriyuma ve vena kavaya ulasirlar. Parazit sayis1 daha fazla artarsa, peritonal bosluk, beyin

ve gozde de goriilebilir (Cakiroglu ve Meral 2007; Nelson 2008). Eriskin erkek parazitler



12-16 cm, disiler 25-30 cm uzunlukta ve beyaz renklidir. Mikrofilerleri ise 290-340 pum

uzunlukta ve 6-7 pm kalmliktadir (Firat ve ark. 2005).
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Sekil 2.2 Dirofilaria immitis’in Hayat Siklusu (N iwetpathomwat ve ark. 2007).

2.1.2. Dirofilariosisin Klinik Belirtileri

Dirofilariosis genel olarak klinik ve subklinik olarak seyreder. Subklinik olaylarin

cogunda perifer kanda mikrofilerler bulunmasma ragmen kopeklerde herhangi bir

semptom gostermeyebilir (Balikg1 2005). Klinik semptomlarin siddeti, kdpekte bulunan

ergin parazit saysi ile ilgilidir. Hastahikta ilk bulgular, hareket yeteneginde azalma ve

agirlik kaybi ile karakterizedir. Agir enfeksiyonlarda solunum ve dolagim sistemlerine ait

ciddi klinik semptomlar gozlenebilmekte, hatta ani Olimler meydana gelmektedir
(Cakwroglu ve Meral 2007; Meral 2007) .




En sik goriilen belirtiler; akcigerde olusan yangiyla iliskili olarak sag ventrikiiler
dilatasyon veya hipertrofi, 0ksiiriikk, dispne, egzersize intolerans ve bitkinliktir. Siddetli
vaskiiler yaralanmasi bulunan kopekler oksiiriikleri ile kan ¢ikarabilirler. Ayrica sag kalp
yetmezligine bagh olarak asites ve hepatomegali de goriilebilir (Balikg12005; Cakroglu ve
Meral 2007). Hastalarda, nadiren posterior vena cava’nin tikanmasi sonucu caval sendrom
gelismekte, bu sendromun gelistigi kopeklerde anemi, hemoglobinemi ve hemoglobinuri
sekillenmektedir. Siddetli vaskiiler yaralanmasi olan kopekler oOksiirikkleri ile kan
cikarabilirler. Hastalik ilerledik¢e kardiyak kaseksi ortaya ¢ikar ve nadiren ikterus goriiliir
(Cakmroglu ve Meral 2007). Pulmoner hipertansiyon dirofilariosisli kopeklerin ¢ogunda
olusmaktadir. Hastalarda glomerulonefritis ve glomeruler protein kaybi gelismektedir
(Ocal ve ark. 2003). insanlarda, larva seksiiel olgunluga ulasmadan 6ldiigiinden, D. immitis

icin son konak olmaktadr. Insan immun sistemi, sag ventrikiilde paraziti olgunlasmadan

oldiirmekte, 6li mikrofilerler daha sonra pulmoner arterde emboliye yol agabilmektedir

(Agaoglu 2000).

Tablo 2.1 Dirofilariosiste hastalik agamalarina gore klinik belirtiler (Schrey ve Trautvetter
1998).

Kronik dirofilariosisin klinik belirtileri Akut dirofilariosisin klinik
belirtileri
Vena Cava Alerjik
I.Asama 1. Asama | III. Asama Sendrom Punomonitis
Egzersiz - Siddetli Kronik
intolerans Letarji Akut Zayiflik Oksiiril
w iddetli . .
. Okstiriik e e Anoreksi Dispne
Semptomlar | Asemptomatik Oksiiriik P
Kilo Kayb1 Dispne Anoreksi
Dispne Kilo Kayb1
Anemi Izlrlgirgrzil Hemolitik Anorml
sesleri Anemi akciger Sesleri
Precordial Venoz Pulmoner
Klinik Yok etki Tikaniklik hipertansiyon
Belirtiler Kalp Hiriltis1 Ikterus
Asitez Asitez
Bobrek Holosistolik
Yetmezligi Hir1lt1




2.1.3. Dirofilariosiste Biyokimyasal Cahsmalar

D. immitis ile enfekte olan kopeklerde sag kalp yetmezligine bagh olarak, kalpte
dilatasyon ve hipertrofi, asites ve karaciger bozukluklar1 meydana geldigi degisik
calismalarda bildirilmistir (Rawlings ve Lewis 1978; Sasaki ve ark. 1992; Yal¢in ve ark.
2007). Hasta kopeklerde posterior vena cava’nin tkkanmasi sonucu anemi, hemoglobinemi
ve hemoglobinuri sekillenmesine bagh olarak, toplam eritrosit sayisi, ortalama korpiiskiiler
voliim, hematokrit ve hemoglobin degerlerinde diisiis, 10kositoz, trombositopeni, eozinofili
ve bazofili goriiliir (Waner ve ark. 1995; Balik¢12005; Meral 2007).

Dirofilariosisli kopeklerde akciger, kalp, karaciger ve bobrek lezyonlar: ile birlikte,
proteinuri ve iiremi gdzlendigi bildirilmistir (Buoro ve Atwell, 1983). Istahsizlik, yetersiz
su tiketimi ve etkene bagli olusan renal hasarmn bir gostergesi olarak dirofilariasisli
kopeklerde serum {ire nitrojen diizeyinin saglhkl kopeklerden daha yiiksek oldugunu
bildirilmistir (Kitagawa ve ark. 1989; Yal¢mn ve ark. 2007).

Sodikoof (1995) dirofilariosisli kopeklerin serumlarinda yaptigi calismada BUN ve
kreatin diizeyinin yaninda AST, ALP, ALT, CK, GGT enzim diizeylerinin de arttigimi
bildirmistir. Ayn sekilde Balik¢1 (2005) dirofilariosisli kopeklerde serum total protein ve
glikoz degerlerinde 6nemsiz, karaciger i¢in spesifik olan AST, ALT ve ALP enzimlerinde
ve kalp i¢in spesifik olan CK enziminde, kontrol grubuna gbre onemli derecede artis
saptanmistir. Karaciger hastaliklarinin tanist i¢in 6nem tagtyan enzimlerin (AST, ALT ve
ALP) hastalkli kopeklerde daha yiiksek bulunmasi bu kopeklerin karacigerlerinin
hastaliktan degisik oranlarda etkilendigini gostermektedir (Lombart 1987). Meral ve
Bakirel (2007) ile ise dirofilariosisli kopeklerde CK ile birlikte LDH enzim diizeyinin de
yikksek oldugunu bildirmislerdir. Karadeniz ve ark. (2008) serum CK ve LDH aktivite
Ol¢limlerinin kalp yetmezliginin erken teshisinde kullanish oldugunu bildirmislerdir.

Ayrica D. immitis ile enfekte olan kopeklerin serum 6rneklerinde trigliserid, total
safra asitleri, Aspartat aminotransferaz (AST), Alkalen fosfataz (ALP), Alaninamino
transferaz (ALT) enzimlerinin onemli derece arttigi, yikksek yogunluktaki lipoprotein
(HDL) diizeylerinde ise azalma meydana geldigi de bildirilmistir (Jacobs ve ark. 1992;
Niwetpathomwat ve ark. 2007).



2.1.4. Dirofilariosisin Tansi

Dirofilariasisin tanisi; klinik belirtiler, perifer kanda natif muayene veya modifiye

Knott teknigi ile mikrofiler aranmas1 veya ELISA gibi serolojik testlerle kesin tiir teghisi

ile konulabilir.

Perifer kanda yapilan mikrofiler taramasi, mikrofilerlerin uzun siire deri altinda

yasamas1 ve kalbe gittikten sonra da goriilebilmeleri nedeniyle ¢ok giivenilir bir yontem

degildir. Olgun parazitler canli hayvanda radyografi ve arteriografi ile tespit edilebilir.

Diger taraftan kopeklerde kalp kurdu hastaliginin belirlenmesinde ekokardiyografi de

onemli bir tanisal yontemdir (Meral ve Bakirel 2007).

Tablo 2.2 Dirofilariosiste hastalik asamalarina gore labaratuar ve radyografik tan1 (Schrey

ve Trautvetter 1998).

Kronik dirofilariosisin asamalara
gore belirtileri

Akut dirofilariosisin asamalara

gére belirtileri

Vena Cava Alerjik
I.Asama | II. Asama II1. Asama Sendrom Punomonitis
Normokromik o
Anemi Hemollt_lk Hemoglobianemi Eozinofil
Anemi
Laboratuar Yok Hipoksi Hiperglisemi Hiperglobulinemi
Tam Karaciger
e enzim R Graniilosit Ve
Proteiniiri (+) yopuniiklarmda Stres Lokogram Makrofajlar
degisim
Pulmoner Sag ngtr]kul
damarlarm_ kardiyomegali Hepatomegali
zedelenmesi
Pulmoner
] Sag arterlerde
Radyografi Yok ventrikiilde genisleme ve
kardiyomegali hasar
Pulmon_er Pulmoner
arterlerin ..
. . damar sertligi
genis lemesi

Serolojik olarak D. immitis enfeksiyonunun teshisinde florasan antikor, ELISA,

Latex agglutinasyon, komplement fikzasyon gibi yontemler kullaniimaktadir(Courtney ve




ark. 1988). Bu yontemler arasinda en giivenilir olan yontemin ELISA testi oldugu

bildirilmistir (Cakiroglu ve Meral 2007; Nash 2007).

2.1.5. Dirofilariosis Tanisinda Enzimlerin Rolii

Dirofilariosisli kopeklerde akciger, kalp, karaciger ve bobrek hem fonksiyonel hem
de morfolojik olarak ¢esitli oranlarda etkilenmektedir. Bu nedenle karacigere spesifik olan
AST, ALT ve ALP enzimleri ile kalp i¢in spesifik olan CK ve LDH enzimlerinin aktivite
tayinlerinin insan ve kopekte hastaligm tanisinin konulmasinda biiyiik 6nemi vardir.

Aspartat aminotransferaz (AST; E.C.2.7.1.1), hepatositlerde aspartik asidin amino
grubunun alfa ketoglutarik aside transferini saglayan enzimdir. Enzim karacigerden sonra
en fazla olarak miyokard hiicresinde bulunur. Dolayis1 ile bu dokularin hasarinda bu
enzimin serum diizeyleri erkenden yikselir (Sentiirk ve ark. 2004). AST diizeyindeki artis
viicuttaki hiicre hasarmin diizeyi ile orantiidir ve bu nedenle, hasarin ilerlemesi veya
iyilesme siirecinin takibinde 6nemli bir izleme belirtecidir. Miyokard infarktiisiinii takiben
6-8 saat i¢cinde serum AST diizeylerinde belirgin artis olur ve 48-60 saat i¢inde en yiiksek
diizeylerine ulasir (Lott ve Stang 1980).

Alanin aminotransferaz (ALT; E.C.2.7.1.2) ise alaninin alfa amino grubunun
ketoglutarik asite transferini saglayan bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp ve iskelet kasinda
yogun olarak bulunur (Giinsar 2004). ALT diizeyleri hepatit, tikanma sarihg1 ve siroz gibi
karaciger parankim hastaliklarinin yani sira, kalp yetmezligi, akut miyokard infarktiisi,
bazi perikardit ve miyokardit olgular1 ve kas distrofilerinde artar (Duman ve Erden 2004).

Laktat dehidrogenaz (LDH; E.C.1.1.1.27) enzimi, laktik asidi piruvik aside geviren
sitoplazmik bir enzimdir. Hiicre ici LDH diizeyleri serumdakinden 500 kat daha fazla
oldugu i¢cin, serumdaki en ufak bir artig hiicre hasarinin bir géstergesidir (Karagalioglu ve
ark. 2006). LDH'nin dort alt grubu ve 5 izotipi vardir. LDH viicuttaki hemen hemen her
dokuda bulunsa da, LDH1 miyokard dokusuna 6zgiidir ve total LDH aktivitesine paralel
bir seyir gosterir (Collinson 2000). Total LDH seviyesi; akut miyokard infarktiisii olmak
iizere kalp kas1 hastaliklari, iskelet kas1 hastaliklari, akut viral hepatitler, tikanma sarilig,
enfeksiydoz mononikleoz, siroz, kolestaz, karacigerin primer ya da metastatik timdrleri,
megaloblastik ve pernisiyoz anemi, hemolitik anemiler, akciger hastaliklari, sok ve
dolagim yetmezligi, bobrek hastaliklari, akut pankreatit, bagirsak obstriiksiyonlar:
durumlarinda artar. Bu nedenle AST ve CK ile birlikte miyokard hasarmm belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Duman ve Erden 2004).



Kreatin kinaz (CK, E.C.2.7.3.2) oksidatif inaktivasyona olduk¢a duyarli, silfidril
igeren bir enzim Olup, sistematik ad1 ATP: kreatinfosfotransferaz’dir (Celik ve ark. 1996).
Kreatin kinaz enzimi fosfokreatinden fosfat grubunun ADP’ye transfer edilmesini ve
enerjinin hemen kullanilabilir sekli olan ATP’nin olusumunu katalizler (Celk ve
ark.1996). Kreatin kinaz enzimi 6zellikle iskelet kasi, kalp kas1 ve beyinde bulunur. Her
biri 40 kD olan iki alt iiniteden (M ve B) olusur (Kiigiikkercan 2003).

Kas metabolizmasmin temel bir enzimi olan CK’nin {i¢ izoenzimi vardir: CK-BB,
CK-MM, CK-MB. CK-BB izoenzimi beyin, gastrointestinal sistem, prostat, plasenta ve
akcigerde bulunur. CK-MB kalp kasinda, CK-MM ise iskelet kasinda bulunur (Duman ve
Erden, 2004). CK-MB, miyokard total CK aktivitesinin % 20 ’sini olusturur (Ercan ve ark.
2001). Akut miyokard infarktiisii, miyokardit, kalp ameliyatlari, konjestif kalp yetmezligi;
iskelet kas1 travmas1 ve kas distrofisi, asir1 egzersiz, malign hipotermi, hipotiroidi, genis
beyin enfarkti, prostat, mesane ve sindirim sistemi maligniteleri CK diizeyinde
yiikselmelere neden olur (Taskiran ve ark. 2004). Bu nedenle CK ve izoenzimlerinin
Ol¢timii, kalp hastaliklarinin tanisinda son 10-20 yilda en ¢ok kullanilan laboratuar metodu
olmustur.

2.2. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz enzimi (PON; arildialkil fosfataz; E.C. 3.1.8.1); karacigerde
sentezlenen, Ca bagml, HDL ile ilisgkili ve 43-45 kDa molekiil agirhgma sahip,
glikoprotein yapihi bir enzimdir (Baskol ve Kose 2004). Organik fosforlu paraoksonlari
substrat olarak kullandig1 i¢in paraoksonaz ismi verilmistir (Juretic ve ark. 2001). Enzim,
paration diginda diizopropil florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu insektisitlerle, yine
aynt kimyasal gruptan olan sarin, tabun gibi sinir gazlarinin, ¢esitli karbamatlarin,
fenilasetat, 4-nitrofenil asetat, 2-naftil asetat gibi bir ¢ok aromatik karboksilik asit
esterlerinin hidrolizini de katalize etmektedir (Giilcii ve Giirsu 2003).

Enzim 354 aminoasit icerir ve kodlayan gen 7. kromozomun q 21-22 bdlgesinde
bulunur (Giileii ve Giirsu 2003). Total agrhigmmm % 15.8” ini olusturan {ic karbonhidrat
zinciri igerir. 1zoelektrik nokta pH’s1 5.1°dir. Aminoasit igerigi, yiiksek miktarda bulunan
16sin disinda bir 6zellik gostermez Yapisinda bulunan {i¢ sistein aminoasidinden 284.
pozisyonda bulunan sistein aminositi serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352) arasinda distilfit
bagi bulunur. Serbest sistein, substrat taninmasi ve baglanmasi i¢in gereklidir (Azarsiz ve

S6zmen 2000; Bayrak ve ark. 2005).



Paraoksonaz enzimine (PON1) ilk olarak 1961 yilinda insan serumunun elektroforezi
sonras1 yikksek yogunluklu lipoproteinlerde rastlanilmistir. (Mackness 2004). Ardindan,
ozellikle saflastrilmis sigir serum paraoksonazinin lipitlerle iliskili oldugu ve Iipit
komplesi ile aynt molekiiler kiitleye sahip oldugu gosterilmistir (La Du ve ark. 1993).
Insan serumunun ultrasantrifiijlenmesi ile Mackness ve ark. (1985) paraoksonazin kanda
HDL yapisinda tasindigmni ortaya koymuslardir. Son c¢aligmalarla, insan serum
paraoksonazinin apo Al ve apo J igeren HDL tipleri ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Mackness ve ark. 1996; Azarsiz ve S6zmen 2000).

PON enzimi arilesteraz, fosfotriesteraz, laktonaz, fosfolipaz A2 gibi gok gesitli enzim
aktivitesine sahip bir multienzimdir (Efrat ve ark. 2009). Paraoksonaz ve arilesteraz (ARE,
E.C. 3.1.1.2) aymi gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esterazlardir.
Her iki enzimin dogal substratlar1 farkli olmasma karsin PON enzimi ARE’nin dogal
substrati olan fenil asetati hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. PON’un genetik
polimorfik degisim gostermesine ragmen, ARE enzimi genetik polimorfik degisim
gostermez. Yani Ayrica PON ve ARE’nin iyi bilinen ortak 6zellikleri organofosfatlary, aril
ve alkil halojeniirleri hidroliz etme yetenegidir. PON1 enzimi LDL’yi oksidasyondan
koruyucu 6zelligi ve hidrojen peroksit de dahil olmak iizere diger radikalleri nitralize etme
kapasitesi nedeniyle antioksidan islevde de bulunmaktadir. ARE ise, PONI1’deki
degisimlerden etkilenmeyen asil proteinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tiirkoglu
ve ark. 2008).

2.2.1. Paraoksonaz Enziminin Kimyasal Yapis1

Karacigerde sentezlenen ve dolagima verilen paraoksonaz enzimi HDL nin yapisinda
yer alir. Paraoksonaz enzimi yapisinda bulunan N-terminal hidrofobik sinyal peptidi
vasitasiyla HDL’ nin alt birimleri olan Apo Al ve Apo J (klusterin)’ye baglanir (Baskol ve
K&se 2004; Oztiirk 2008).

Paraoksonaz, 3 tane sistein molekiilii i¢erir, bunlardan iki tanesi molekiil i¢i disiilfit
bagmmm olusumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein molekiilii ise serbest halde
bulunur. Serbest sistein, substrat tanmmasi ve baglanmasi igin gereklidir. 284.
pozisyondaki sistein, LDL‘nin oksidasyondan korumasinda 6nemlidir (Aviram 1999;
Lourdes ve ark. 2001). Enzim yapisinda bulunan tek disiilfid bagi, polipeptid zincirinin
siklik yapida olmasina neden olmaktadir (Baskol ve Kose 2004).
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Sekil 2.3. Insan Serum Paraoksanaz (PON 1) Enziminin Yapis1 (Aviram, 1999).
2.3. Paraoksonaz Enziminin Alt Birimleri

Insanlarda ve farelerde ayni kromozom iizerinde, birbirine komsu iic ayr1 PON geni
(PON-1, PON-2, PON-3) bulunmaktadir. Farelerde altinct kromozom iizerine yerlesen
PON genlerinin, insanlarda yedinci kromozomun, q 21-22 bolgesinde yer alir (Camps ve
ark. 2009). U¢ PON proteininin aminoasit dizileri yaklasik % 53 oraninda benzerdir ve
dokulardaki ekspresyonlar ile dagilimlar1 birbirinden farklilik gosterir.

PON1 karacigerde sentez edilir ve karaciger, bobrek, ince bagirsak basta olmak tizere
bircok dokuda ve plazmada bulunur. Enzim plazmada HDL ’nin yapisinda yer alir (Ali ve
ark. 2003). Maksimum PONI aktivitesi i¢in kalsiyum gereklidir. Kalsiyum, enzimin hem
aktivitesi hem de stabilitesi i¢in gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol
oynamaktadir.  Aktif bdlgeden dietilfosfatin uzaklastirilmasi bu bdlgenin uygun
konformasyonel yap1 kazanmasini saglar (Bayrak ve ark. 2005; Oztiirk 2008). PON-1’in
organofosfat substratlarma karsi hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagmli iken, lipid
peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyum gerekli degildir (Khersonsky ve Tawfik 2005).

11



PON1 son yillarda antioksidan etkileri nedeniyle giincellik kazanmistir (Azarsiz ve

S6zmen 2000).

Sekil 2.4. PON-1 proteininin ii¢ boyutlu yapisi. (Molekiiliin ortasindaki kiireler kalsiyum
iyonlarimni temsil etmektedir ) (Khersonsky ve Tawfik 2005).

PON-2’nin karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda &zellikle endotel
tabakasmnda bulunur ve aortik diiz kas hiicrelerinde de yer almaktadir (Bayrak ve ark.
2005). PON2, PONI1’den sonra tanimlanmis ve daha az ¢alisilmistir. PON2 endotel ve
vaskdiiler duvar hiicrelerinde antioksidan aktivite gosterir (Martinelly ve ark. 2004).

PONS3 esas olarak karacigerde sentez edilir ve serumda HDL ile birlikte bulunur.
PONT’in aksine PON3’{in arilesteraz aktivitesi smirlidir ve PON aktivitesi yoktur (Reddy
2001). PON2 ve PON3’iin 105. pozisyonda lizin rezidiisii bulunmadigindan paraoksonu
hidroliz edemezler (Ekmekgi ve ark. 2004).

2.2.3. Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlan

Paraoksonaz enziminin organizmada ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir:
a-) Organofosfatlara karsi koruma ( Hidrolitik Aktivite)

Serum paraoksonaz enziminin en iyi bilinen fonksiyonu; aromatik karboksilik asit
esterlerini, sarin ve soman gibi sinir gazlarmi, paraokson ve diazookson gibi organofosfat
tiirevlerini ve insektisitleri hidrolize etme yetenegidir (Oztiirk 2008). Enzim, organik
fosforlu insektisit olan parathionun oksidatif desiilfiirasyonu ile olusan paraoksonu hidroliz

ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol agar. Paraokson olusumu karaciger ve
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diger dokularda mikrozomal sitokrom p-450 enzim sistemi ile kataliz edilmektedir.
Paraoksonaz enzimi, paraoksondaki O-P ester baginin hidrolizinden sorumlu olan
esterazdir (Ekmekgi ve ark. 2004). Memelilerde karacigerdeki detoksifikasyondan kagan
herhangi bir okson organofosfat etki alanmna ulagsmadan 6nce kanda serum PON1 enzimi
ile hidrolize edilebilir (Azarsiz ve S6zmen 2000).

PON eksikligi gosteren bocekler organofosfatlar icin hedef organizmalardir.
Memelilere oranla kuslarda organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksek
bulunmustur, ¢iinkii kuslarda PON1 enzimi sentezlenmemektedir. Benzer durum balk ve

sirtingenlerin de zehirlenmeye yatkinhgmi agiklar (Azarsiz ve S6zmen 2000).

b) LDL oksidasyonunun 6 nlenmesi (Antiaterojenik aktivite)

PONI’in belirlenen ikinci 6nemli fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidr. Serum PON1 plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunu 6nlemede gorevlidir. Bu enzimin plazmada her zaman HDL ile birlikte
bulunmas1 nedeni ile HDL’ nin antiaterojenik etkiSine 6nemli katkis1 vardir (Aviram 1999;
Oztiirk 2008). Macknes (1991), serum PON’un ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresi olan
LDL fosfolipitlerinin oksidasyona karsi korunmasinda onemli oldugunu ik gdsteren
arastirmacidir.  Ateroskleroza karsi koruyucu etkisinde baslangigta ters kolesterol
transportundaki rolilne odaklanilmig, 1990’larda arter duvarmda LDL’nin oksidatif
modikasyondan korunmasi ve oksi-LDL’nin zararh etkilerine karsit koruma gibi farklh
antiaterojenik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Paraoksonaz LDL kolesterolii serbest
radikallerin indiikledigi oksidasyondan korumaktadir (Aviram 1999). LDL’nin yani sira
lipit peroksitlerin tasiyicis1t olan HDL’yi de korudugu, boylece makrofajlardan kolesterol
ckigini arttirdigi belirlenmistir (Azarsiz ve Sozmen 2000). Mackness ve ark. (1991),
HDL’nin bakrrla inkiibe edilen LDL’de lipid peroksit olusumunu %90 inhibe ettigini;
HDL’den saflastirilan PON’un TBARS diizeylerini ve lipoperoksit olusumunu 6nledigini
gostermistir (Azarsiz ve S6zmen 2000).

PON1 LDL oksidasyonunu dnleyerek inflamatuvar yaniti bloke eder. HDL kolesterol
yapisinda bulunan PON1 enzimi, LDL’deki aktif lipidleri yikar ve bdylece arter duvarinda
yer alan hiicrelerde inflamatuar cevap olusumuna karsi koruyucu etki gosterir (Aviram
1999). Peroksidasyona ugramis lipitler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipit
peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de birikimi onlenir. Bu 6zelligi nedeniyle,
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HDL’nin LDL’yi oksidasyona kars1 koruyucu etkisinden PON1 sorumludur ve bu agidan
A ve E vitaminlerinden daha etkilidir (Bayrak ve ark. 2005).

c) Bakteriyel endotoksinlere karsi koruma (Lipopolisakkarid inaktivasyonu)

Insan serumunda HDL’nin yapisinda bulunan bir proteinin  bakteriyel
lipopolisakkaritleri inaktive ederek, endotoksemik semptomlar1 onledigi daha Onceden
yapilan calismalarla belirlenmistir. Ancak lipopolisakkarit inaktivasyonundan sorumlu olan
enzimin PON1 oldugu yeni saptanmustir (Bayrak ve ark. 2005).

PONI1 lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karsi da
koruma saglamaktadr (Bayrak ve ark. 2005). PON1 bakteriyel lipopolisakkaridi, lipid A
molekiiliindeki 4' fosfat lizerine fosfataz etkisi gostererek hidroliz eder. Boylece Gram (-)
bakteri enfeksiyonu sirasinda endotoksemi gelisimine kars1 korumayi saglar (Soran ve ark.
2009).

2.3. Plazma Lipidleri ve Lipoproteinler

Plazmadaki temel lipidler kolesterol, trigliseridler ve fosfolipidlerdir. Bu lipidler
yalniz bagma suda ¢dziinmeyen ve plazmada ¢oziinmiis olarak tagsmamayan bilesiklerdir.
Plazmada, 6zel apoproteinler ile birleserek olusturduklari ¢dziinmiis lipoprotein (lipid-

protein kompleksi) partikiilleri halinde bulunurlar (Champe ve Harvey 1994).

2.3.1. Trigliseridler

Trigliseritler yag dokusu depolarmin % 95’ini olustururlar ve plazmada bulunan
gliserol esterlerinin en biiyiik boliimiidiirler. Lipaz ve safra asidlerinin etkisi ile diiodenum
ve proksimal ileumda gliserol ve yag asidlerine hidrolize olurlar. Emilimden sonra tekrar
sentezlenirler ve kolesterol ve apolipoproteinlerle birleserek silomikronlar1 meydana
getirirler. Silomikronlar lenfatik sistemde ductus thoracicus yolu ile tasinirlar ve jugular
ven aracihgi ile sistemik dolagima tagmirlar (Champe ve Harvey 1994).
Hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemiye oranla daha az anlamh risk faktorii olarak
goriilse de, erken ateroskleroz gelisimi ile baglantili oldugu bilinmektedir (Mackness ve
ark. 1991).
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2.3.2. Kolesterol

Kolesterol hayvanlarda en yaygin bulunan steroldiir. Birgok dokuda kolesterol asetil
CoA’dan sentez edilir. Karaciger, bagrsak, adrenal korteks, yumurtaliklar ve testisler
viicudun kolesterol havuzuna en biiyikk katkiyr yapmasma ragmen, tiim viicut dokular1
tarafinda sentezlenir. Dokularda ve plazma lipoproteinlerinde ya serbest kolesterol halinde
veya uzun zincirli yag asidi ile birlesmis sekli olan ester kolesterol halinde bulunur
(Champe ve Harvey 1994).

Kolesterol, kortikosteroidler, seks hormonlari, safra asitleri ve D vitamini gibi
steroidlerin 6n maddesidir (Champe ve Harvey 1994). Membranlarin ve plazma
lipoproteinlerinin dis tabakas1 i¢in gerekli bir bilesendir (Vance 1985). Kolesteroliin birgok
dokuda bulunan depo sekli ester kolesteroldiir. LDL, kolesterol ve kolesterol esterinin
bir¢ok dokuya alinmasinda araci rol oynar. Serbest kolesterol dokulardan HDL aracihig ile
ayrilir ve safra asitlerine doniistiiriilmek {izere karacigere tasmir (Champe ve Harvey
1994).

2.3.3. Lipoproteinler

Lipoproteinler lipidlerin plazmada tagmirken ¢oziiniir tutulmasi ve kendi lipid
iceriklerinin dokulara verilmesinde rol oynarlar. Plazmada yogunluklar, molekiil
agirliklari, kolesterol, trigliserid ve fosfolipid oranlarma gore 5 tip lipoprotein molekiilii
bulunmaktadr (Champe ve Harvey 1994).
2.3.3.1. Silomikronlar

Silomikronlar ince bagwrsak epitel hiicreleri tarafindan iiretilirler ve besinsel
triacilgliserol, kolesterol ve kolesterol esterlerini periferik dokulara tasirlar. % 84 kadarini
trigliseridler ve % 5’e yakin bir kismin1 kolesterol olusturur. Besin kaynakli trigliseridleri
tastyan  en biyllk molekiilli lipoproteinlerdir. Yemeklerden sonra incebarsak
mukozasindan absorbe edilen kolesterol ve trigliseridlerin, apo-B 48 ile birlesmesi ile
olusur (Biggerstaff 2004).

Periferik dokulardaki kapillerlerin endoteline yerlesmis olan lipoprotein lipaz
tarafindan trigliserid kisimlar1 koparilir ve gliserol ile serbest yag asitlerine ayristirilirlar.
Geriye silomikron kalintisi kalir ve bu da karaciger hiicreleri tarafindan kandan temizlenir
(Champe ve Harvey 1994).

15



2.3.3.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

VLDL karacigerde sentezlenen, trigliserid igerigi zengin bir lipoproteindir.
Trigliserid ve kolesteroliin tasinmasmdan sorumludur. Yapwsinda % 85-90 lipit ( % 60
trigliserit, % 15 kolesterol ve % 15 fosfolipid) ve % 10-15 protein bulunur (Baskal 1989).
Bu lipoprotein, olgunlagsmamuig bir partikiil olarak salgilanir ve yiizeyinde apo B100 ve apo
E bulundurur. VLDL partikiilleri dolasirken HDL’den kolesterol esterlerini, apo C ve apo
E’leri alirlar (Oguz 2001). Fonksiyonel agcidan Apo B-100 en 6nemli apolipoproteinidir.
VLDL’nin yapisinda bulunan trigliserit ve fosfolipit endoplazmik retikulumda sentezlenir
(Naito 2003). VLDL trigliseridleri lipoprotein lipaz etkisiyle hidrolize edilirler. Hidrolize
edilen VLDL, giderek kolesterolden zengin hale gelerek ve kii¢iik partikiillere doniisiir.
Kii¢ililen VLDL nin dansitesi artar ve ara dansiteli lipoproteine (IDL) doniisiir (Fortmann
ve Maron 1993). Kolesterol ve trigliseridi esit miktarda iceren IDL’nin major
lipoproteinleri Apo B ve E ‘dir. Bunlarmn bir kismu karaciger hiicre membranindaki Apo E

reseptorleri sayesinde igeri almarak diisiik dansiteli lipoproteine (LDL) donistr (Champe
ve Harvey 1994).

2.3.3.3. Diisiik dansiteli Lipoprotein (LDL)

LDL tiim dokulara kolesterolii tasiyan esas lipoproteindir. Plazmadaki toplam
kolesteroliin yaklasik % 70> 1 LDL’de bulunur. Yapisinm % 75 1 lipid ve % 25 1
proteinden olusur. LDL kolesteroliin membran ve steroid hormonlarin sentezinde
kullanilmak {izere ekstrahepatik dokulara tasinmasinda gorevlidir.

Biitiin hiicreler kolesterol sentezleyebilir. Bununla beraber, LDL’nin uzun é miirlii bir
partikiil olmas1 dokular i¢in kolesterol kaynag: olarak islev gormesini saglar (Bhagavan
2002). LDL’ nin yaklasik % 75’ i karaciger parankim hiicreleri tarafindan almmaktadir.
Diger birgok doku da kiigiik miktarlarda LDL almaktadir. Karaciger aldig1 kolesterolii
membran biyosentezi i¢in, VLDL biyosentezi i¢in, safra asidi yapimi i¢in kullanabilir
(Champe ve Harvey 1994).

2.5.3.4. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

En kiiciik molekiil agirhgma sahip olan lipoproteindir. Plazmadaki kolesteroliin %
20-25’ini tagirlar. Yapisinda yaklasik % 50 lipid ve % 50 protein igerir. Ayrica serbest
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kolesterol, kolesterol esterleri, trigliserit, fosfolipidler, antioksidanlar, Apo Al, Apo All,
Apo J gibi proteinler ve LCAT ve PON1 gibi ¢esitli enzimleri icerir (Efrot ve ark. 2009).
Karaciger ve ince bagirsak duvarinda sentezlenir (Altmisik 2006). HDL ler trigliseridlerin
ve kolesteroliin plazmadan temizlenmesinde (klerensinde), kolesteroliin dokulardan
karacigere geri tasinmasinda ve metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar (Schaefer 2007) .

Diizenli egzersiz yapanlarda veya siirekli alkol alanlarda HDL diizeyi yikselir. Sigara
icme, obesite, diyabet, hareketsiz yasam, hipertrigliseridemi, genetik faktorler (primer
hipoalfalipoproteinemi gibi), androjenler, anabolik steroidler, androjenik yan tesirli
progesteronlar (bazi kombine oral kontraseptif haplar gibi) ve beta adrenerjik blokorler
HDL diizeyini azaltir (Champe ve Harvey 1994).

HDL’ler yogunluklarma gore 3’e ayrilir: HDL 1, diisiik konsantrasyonuna ragmen
metabolik acidan aktif alt grubu olusturur. Kolesterolden zengin diyet alan insanlarda ve
deney hayvanlarinda goriiliir ve ateroskleroz olusmasmi hizlandirir. HDL3 de iyi bir
kolesterol alicisidir ve kolesterol esteri igerigini artirarak boyut olarak daha biiyikk olan
HDL2’ye doniisiir. Kolesterolden zengin diyet alan insanlarda ve deney hayvanlarinda
goriiliir, ateroskleroz olugsmasimi hizlandirwr. HDL 2 ve HDL3, HDL’nin, plazmanimn

lipidlerden temizlenmesi gorevinden sorumludurlar (Naito 2004).
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2.4. Amacg

Bu c¢alismada D. immitis ile enfekte kopeklerde paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitesi, lipid profili (trigliserit, total kolesterol, VLDL, LDL, HDL kolesterol) ve enzim
aktivite (AST, ALT, LDH, CK, CK-MB) degisimlerinin ortaya konulmasi
amaglanmaktadir. Dirofilariosisin teshisine yardimci olabilecek biyokimyasal ¢aligmalar
sinrli ve eksiktir. Bu ¢aligma ile Dirofilariosisli kopeklerde paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitesi belirlenerek, iilkemizde kopekler i¢in 6nemli olan bu hastaligin tanisinda yeni
teshis parametreleri ortaya konulacaktir. Ayrica caligma literatir alaninda bulunan

boslugun doldurulmasina da katkida bulunacaktir.
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GEREC VE YONTEM::

3.1. Gereg

Bu ¢alismada kullanilan kan ornekleri, Hatay ili ve g¢evresinde yasayan, 4-6 yas
arasinda saglikli ve dirofilariosisli biiylikk wk kopeklerden alinmistwr. Hastaligin klinik
belirtileri, modifiye knott metodu ve antijen-ELISA ydntemi yardimiyla 30’u kontrol ve
30’u hasta (olgun antijeni pozitif-mikrofilarya negatif bulunanlar) olmak iizere 2 grup
olusturulmustur.

Kan oOrnekleri heparinli tiiplere ve serum tiiplerine alindiktan sonra, serum ve
plazmalar1 elde edilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir. Arastirmada trigliserit, total
kolesterol, LDL, HDL kolesterol diizeyleri ve paraoksanaz, arilesteraz, AST, ALT, LDH,

CK ve CK-MB enzim aktivite analizlerinde spektrofotometrik yontemler kullanildi.
3.2. Parazitolojik Ve Biyokimyasal Analizler
3.2.1. Modifiye Knott Metodu

1 ml heparinli kan 6rnegi, 9 ml % 2’lik formolin ile karistirldi ve 2000 devirde 3.5
dk. Santrifiij edilerek tizerindeki sivi dokiilmiis ve dipte kalan tortu miktar1 kadar % 0.1°lik
metilen mavisi ilave edilmistir. Daha sonra bu karisimdan birka¢g damla almarak 10 ve

40’ lik objektiflerle mikrofilerler yoniinden incelenmistir (Lian-Chen 1997).

3.2.2. ELISA ile Teshis

Serolojik olarak olgun D. immitis parazitlerinin belirlenmesinde D. immitis i¢in
spesifik DiroCHEK® ELISA Kkiti (Synbiotics, San Diego, USA) ile ticari firmanmn
direktiflerine uygun olarak D. immitis olgun antijenleri arand.

Modifiye Knott Metodu ve ELISA sonuclarina gore, kontrol ve hasta gruplar
belirlendikten sonra biyokimyasal analizler ger¢eklestirildi.

3.2.3. AST Ol¢iim Yonte mi

Serum orneklerinde AST tayini Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche
Diagnostic firmasmin reaktifi kullanilarak kinetik olarak 6l¢iildii.

AST
L-Aspartate + 2-Oxoglutarate --------> Oxalacetate + L-Glutamate
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MDH
Oxalacetate + NADH + H+ ---------> - Malate + NAD+ + H,O

AST, L-aspartat ile 2-Okzoglutarat arasinda bir amino grubunun transferini
katalizler. Ik reaksiyon sonucu olusan okzalasetat malat dehidrogenaz varliginda NADH
ile reaksiyona girerek NAD’1 olusturur. AST’nin aktivitesi 340 nm’de NADH oksidasyon

oraninin 6lgiilmesi ile belirlenir.

3.2.4. ALT Ol¢iim Yontemi

Serum orneklerinde ALT tayini Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche

Diagnostic firmasnin reaktifi kullanilarak kinetik olarak 6l¢iildii.

ALT

L-Alanin + o-Ketoglutarate --------> Oxalacetate + L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H ---------> Lactate + NAD+ + H,O

ALT varliginda ilk reaksiyon sonucu olusan piruvat, LDH varlifinda NADH ile
reaksiyona girerek laktati olusturur. ALT nin aktivitesi 340 nm’de NADH oksidasyon

oraninin dlgiilmesi ile belirlenir.
3.2.5. LDH Ol¢iim Yontemi
Serum orneklerinde LDH tayini Roche Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche

Diagnostic firmasinin reaktifi kullanilarak Kinetik olarak 6lgiildi.

L-Lactate + NAD --------- > Pyruvate + NADH + H*
LDH, NAD varhginda laktatin piruvata oksidasyonunu katalizler. Bu esnada NAD
NADH’ya indirgenir. LDH aktivitesi NADH olusumunun 340 nm’de Olgiilmesi ile

belirlenir.

20



3.2.6. CK Olg¢iim Yonte mi

Serum orneklerinde CK tayini Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche

Diagnostic firmasinin reaktifi kullanilarak Kinetik olarak 6lgiildi.

Creatin Phosphate+ ADP <-------- > Creatin + ATP

HK
ATP + D-Glukoz <---------> Glukoz-6- Phosphate + ADP

G-6-PDH

Glukoz-6- Phosphate + NAD <------------> 6- Phosphogluconate+ NADH + H*

CK, kreatin fosfataz varhiginda ADP’nin fosforilasyonunu geri doniigiimlii olarak
katalizleyerek, ATP ve kreatin olusturur. Daha sonra hekzokinaz varliginda, glikozun
fosforilasyonunu ve ATP olusumunu katalizler. Olusan ADP ve glukoz-6-fosfattan glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz varliginda, NADH ve 6-fosfoglukonat olusur. CK aktivitesi NADH

olusumunun 340 nm’de Sl¢iilmesi ile belirlenir.
3.2.7. CK-MB Ol¢iim Yonteni

Serum orneklerinde CK-MB tayini Roche Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche

Diagnostic firmasinin reaktifi kullanilarak kKinetik olarak 6lgiildii.

Serum 6rnekleri anti CK-M antikorlarini igeren CK-MB ayiraci ile muamele edilerek,

inhibe olmayan CK-B aktivitesinin Olgiilmesine bagh olarak CK-MB aktivitesi

belirlenebilir.
CK
Creatin Phosphate + ADP <--------> Creatine + ATP
HK
ATP + D-Glukoz <---------> Glukoz-6- Phosphate + ADP
G-6-PDH
Glukoz-6- Phosphate + NAD <------------> 6- Phosphogluconate + NADH + H*

CK-B, kreatin fosfataz varliginda ADP’nin fosforilasyonunu geri dontisiimlii olarak

katalizleyerek, ATP ve kreatin olusturur. Daha sonra hekzokinaz varhiginda, glikozun
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fosforilasyonunu ve ATP olusumunu katalizler. Olusan ADP ve glukoz-6-fosfattan glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz varligimnda, NADH ve 6-fosfoglukonat olusur. CK-B aktivitesi

NADH olusumunun 340 nm’de dlgiilmesi ile belirlenir.
CK-MB Aktivitesi (U/L) = CK-B Aktivitesi x 2 formiilii ile hesaplanir.
3.2.8. Bazal PON1 Enzim Aktivitesinin Olciimii

Serum bazal PON1 enzimi aktivite dlgciimii; Eckerson ve ark.(1983)’in kullandig1
yontem ile gergeklestirildi. Bu yontem PON1 enziminin paraokson substratin1 enzimatik
olarak dietil fosfata ve p-nitrofenole hidroliz etmesine dayanr. 25 °C’de olusan p-
nitrofenoliin bir dakikada olusturdugu absorbans artiginin, 412 nm’de spektrofotometrik
olarak o6lgiimii ile PON1 enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir. Reaksiyon ayiract 50
Mm glisin-NaOH buffer’da 1 Mm paraokzon, 1M NaCl ve 1Mm CaCl,’den ibarettir. 1
tinite paraoksonaz aktivitesi dakikada 1 nmol p-nitrofenol olusturur. Elde edilen sonuglar
IU/L olarak verildi.

? ,"’:“\ 0 /',CH3 P ON1 "o PR —— [0'
o==N-4  pop0 g ol d N owt2me——o4 -0—P—0
S 0 \ A ,;/ 6_
Parackson @ p-Nitrofenol

Sekil 3.1. PON1 enzimin Paraoksonaz aktivitesi

3.2.9. NaCl-PON1 Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum NaCI-PON1 enzimi aktivite dlgtimii; Eckerson ve ark.(1983)’in kullandig:
yontem ile gergeklestirildi. Bu yontem PON1 enziminin paraokson substratin1 enzimatik
olarak dietil fosfata ve p-nitrofenole hidroliz etmesine dayanr. 37 °C’de olusan p-
nitrofenoliin bir dakikada olusturdugu absorbans artisinin, 412 nm’de spektrofotometrik
olarak 6lgtimii ile NaCl-PONI1 enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir. Reaksiyon ayraci
50 Mm glisin-NaOH buffer’da 1 Mm paraokzon, 1M NaCl ve IMm CaCl,’den ibarettir. 1
tinite paraoksonaz aktivitesi dakikada 1 nmol p-nitrofenol olusturur. Elde edilen sonuglar
IU/L olarak verildi.
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3.2.10. ARE Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum ARE enzimi Juretic ve ark.’a (2001)gore gergeklestirildi. Bu yontem ARE
enziminin fenilasetat substratin1 37 °C’de enzimatik olarak fenol ve asetik asite hidroliz
etmesine dayanir. Ornekteki ARE aktivitesi, reaksiyonda olusan fenol miktar1 ile dogru
orantihdir. ARE enzim aktivitesinin bir {initesi (IU) dakikada olusan fenoliin mikro mol

says10larak kabul edilmektedir. Sonuglar IU/L olarak verildi.

Fenilasetat -------- > Fenol + Asetik Asit

3.2.11. Total Kolesterol Ol¢iim Yontemi

Total Kolesterol 6l¢iimii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi Serum
ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi
kullanilarak ¢alisildi

Total kolesterol diizeyi, kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz kullanilarak
enzimatik olarak belirlenir. Kolesterol esterleri, kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest
kolesterol ve yag asitlerine ayrilir. Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle
kolest-4-en-3-on ve hidrojen perokside cevrilir. Hidrojen peroksit, peroksidaz enziminin
etkisiyle 4-aminofenazon ve fenol ile etkileserek pembe renkli bir iiriin olusturur. Rengin
yogunlugu kolesterol konsantrasyonuyla dogru orantihidir ve spektrofotometrik olarak 505

nm’de belirlenir,
3.2.12. Trigliserid Ol¢iim yénte mi

Trigliserid Ol¢limii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum
ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasmimn reaktifi
kullanilarak ¢alisild1.

Trigliserid diizeyinin 6l¢iimii, lipoprotein lipaz tarafindan trigliseridlerin gliserol ve
yag asidlerine doniisiimii izleyen, gliserol kinaz gliserol fosfat oksidaz ve peroksidaz
enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda gergeklesir. Hidrojen peroksit,
peroksidaz enziminin etkisiyle 4-aminofenazon ve 4-klorofenol ile etkileserek pembe bir
uriin olusturur. Rengin yogunlugu trigliserid konsantrasyonuyla dogru orantihidir ve

spektrofotometrik olarak 505 nm’de belirlenir.
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3.2.13. HDL dl¢iim yonte mi

HDL o6l¢iimii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi Serum ornekleri
Roche Sistem otoanalizoriinde Roche Diagnostic firmasmin reaktifi kullanilarak ¢aligildu.
HDL diizeyi, polietilenglikol (PEG) kolesterol esteraz ve PEG kolesterol oksidaz
kullanilarak enzimatik olarak belirlenir. PEG ile modifiye edilmis ko lesterol esteraz ve
kolesterol oksidaz lipoprotein fraksiyonlarma karsi selektif katalitik aktivite gosterir.
Kolesterol esterleri, PEG kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest kolesterol ve yag
asidlerine ayrilir. Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle D4-Kolestenon ve
hidrojen perokside c¢evrilir. Hidrojen peroksid, peroksidaz enziminin etkisiyle 4-
aminofenazon ve N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-3,5-dimetoksianilin (HSDA) ile etkileserek
pembe mavi renkte bir bilesik olusturur. Rengin yogunlugu HDL konsantrasyonuyla direkt

orantihdir ve spektrofotometrik olarak 600 nm’de belirlenir.
3.2.14. LDL hesaplama yonte mi

LDL, Friedewald formiilii ile hesapland1.
LDL= Total Kolesterol — [(HDL) + (Trigliserid/5)]

3.2.15. VLDL hesaplama yontemi
VLDL= Trigliserid/5 formiilii ile hesaplandi.

3.2.16. Istatistiksel Analizler
Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde ‘SPSS 13.0° paket programu kullanild1
Gruplar arasindaki istatistiksel farklar student t test kullanilarak degerlendirildi. Elde

edilen sonuglar X = SE olarak verildi. p < 0,05 ve alt1 istatistiksel olarak 6nemli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Saglikli ve dirofilariosisli kopeklerin paraoksonaz PON1, PON-NaCl, ARE, AST,
ALT, LDH, CK ve CK-MB aktivite diizeyleri Tablo-1 de verilmistir. Buna gore saglkh
kopeklerde AST diizeyi, ortalama 29,8 IU/L olarak 6lgiilirken, dirofilariosisli kopeklerde
63,4 IU/L olarak oOl¢lilmiistiir. Dirofilariosisli kdpeklerin serum AST diizeyi saghkh
kopeklerden istatistik olarak p < 0.001 6nem diizeyinde yikksek bulunmustur (Tablo 4.1,
Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Dirofilariosisli ve saghkli kopeklerin enzim aktivite diizeyleri

Parametre Saghkh Kopekler Dirofilariosisli Képekler
n=15 n=15
ALT (IU/L) 354+7,6 70,7 + 12,5
AST (IU/L) 29,8 + 6,1 63,4+ 13,7
LDH (1U/L) 197,7 + 26,3 2723 + 32,87
CK (IU/L) 92,4 + 28,6 158,5+ 41,5
CK-MB (IU/L) 18,5+5,7 541+22,5
Bazal PON1 (1U/L) 539+ 15,4 332+ 12,17
PON1 + NaCI (IU/L) 116,8 = 37,3 85,9 + 20,27
ARE (1U/L) 40,7 + 14,6 37,4+928

Kontrol grubu ile hasta grubu arasinda * p < 0,001, " p < 0,01 ve " p < 0,05 derecesinde

onemlilik oldugunu gostermektedir.

80 63,4
70 A
60 -
= 50 1
2 40 O Saglikh Képekler
-
2 30 4 B Dirofilariosisli
Kdpekler
20 A
10 A

Sekil 4.1. Saglkl ve dirofilariosisli kopeklerde serum AST diizeyleri (p < 0,001)

Serum ALT aktivitesi saglikli kopeklerde ortalama 35,4 TU/L olarak oSlgiiliirken,

Dirofilariosisli kopeklerde 70,7 IU/L olarak 6lglilmiistiir. Serum ALT aktivitesi, kontrol
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grubundaki kopeklerden istatistik olarak p < 0,001 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur
(Tablo 4.1, Sekil 4.2).

90

70,7

70 -
60
50 354

@ Saglikh Kopekler
40

ALT (IU/L)

M Dirofilariosisli
Kopekler

30 A

20 A
10 4

SeKkil 4.2. Saglikli ve dirofilariosisli képeklerde serum ALT diizey leri (p < 0,001)

Serum LDH aktivitesi ise saghkli kopeklerde 197,7 IU/L olarak Olgiiliirken,
Dirofilariosisli kopeklerde 272,3 IU/L olarak Olgiilmiistiir. Serum LDH aktivitesi,
dirofilariosisli kopeklerde saglikli kopeklerden istatistik olarak p < 0.01 6nem diizeyinde
yiiksek bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil4.3).

90 723
80 -

70
60 -

50 | 397 B Sagiikli Kopekler

B Dirofilariosisli
Kopekler

40 -

LDH (IU/L)

30 A
20 A

10 +

Sekil 4.3. Saghkl ve dirofilariosisli kopeklerde serum LDH diizeyleri (p < 0,01)
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Serum CK aktivitesi, saglikli kopeklerde 92,4 TU/L olarak 6l¢iilirken, Dirofilariosisli
kopeklerde 158,5 IU/L olarak 6lgiilmiistiir. Dirofilariosisli kopeklerin serum CK aktivitesi,
saglikli kopeklerden istatistik olarak p < 0.001 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur
(Tablo 4.1, Sekil 4.4).

200
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80
60
40

158,5

92,4 O Saglikh Képekler

M Dirofilariosisli
Kopekler

CK (IU/L)

20 1

Sekil 4.4. Saghkl1 ve dirofilariosisli kopeklerde serum CK diizeyleri (p < 0,001)

Serum CK-MB aktivitesi ise, saglikli kopeklerde 18,5 IU/L olarak Olgiiliirken,
Dirofilariosisli kopeklerde 54,1 TU/L olarak 6l¢iilmiistiir. Dirofilariosisli kopeklerin serum
CK-MB aktivitesi, saglikli kopeklerden istatistik olarak p < 0.001 6nem diizeyinde yiiksek
bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Saghkh ve dirofilariosisli kopeklerde serum CK-M B diizey leri (p < 0,001)
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Yapilan analizler sonucunda, serum PON1 aktivitesi saglikl kopeklerde 53,9 TU/L
olarak 6lgiiliirken, Dirofilariosisli kopeklerde 33,2 IU/L olarak 6lgiilmiistiir. Dirofilariosisli
kopeklerde serum PONL1 aktivitesi, saglikhi kopeklerden istatistik olarak p < 0.01 6nem
diizeyinde diisik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Saglikh ve dirofilariosisli kdpeklerde serumPON1 diizeyleri (p < 0,01)

Serum NaCl ile uyarilmig PON1 aktivitesi ise saglikli kopeklerde 116,8 TU/L olarak
Ol¢iilirken, Dirofilariosisli kopeklerde 85,9 IU/L olarak Slciilmiistiir. NaCl ile uyarilmis
PONL1 aktivitesi, dirofilariosisli kopeklerde saglikli kopeklerden istatistik olarak p < 0.01
onem diizeyinde diistik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Saghkh grubu ve dirofilariosisli kopeklerde serum PON 1+ NaCl diizey leri (p < 0,01)

Serum ARE aktivitesi saglikli kopeklerde 40,7 IU/L olarak 0lgiiliirken,
Dirofilariosisli kopeklerde 37,4 TU/L olarak Olgiilmiistir. Serum ARE aktivitesinde,
dirofilariosisli ve saglikli kopekler arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
bulunamamustrr (Tablo 4.1, Sekil 4. 8).
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Sekil 4.8. Saglikli ve dirofilariosisli kopeklerde serum A RE diizey leri
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Tablo 4.2. Kontrol grubu ve Dirofilariosis’li kopeklerin lipid profil diizeyleri

Parametre Kontrol Grubu Drofilariosisli Kopekler
n=15 n=15
Trigliserid (mg/dI) 55,4 +16,3 72,9+ 19,67
Total kolesterol (mg/dl) 170,6 £ 25,1 137,0 £ 18,2
VLDL (mg/d]) 92+0,8 11,6 1,37
LDL (mg/dl) 787 +92 1034 +11,7
HDL (mg/dl) 81,7+ 15,4 56,3+ 8,6

Kontrol grubu ile hasta grubu arasinda * p < 0,001, 1 p <0,01 ve T p < 0,05 derecesinde

onemlilik oldugunu gostermektedir.

Saglikli ve Dirofilariosisli kopeklerin lipid profili diizeyleri Tablo-2’de verilmistir.
Buna gore sagliklh kopeklerde trigliserid diizeyi, ortalama 55,4 mg/dl olarak dlciiliirken,
dirofilariosisli kopeklerin serum trigliserid diizeyi 72,9 mg/dl olarak ol¢iilmistiir.
Dirofilariosisli kopeklerin serum trigliserid diizeyi, saglkl kopeklerden istatistiksel olarak

p<0,01 6nem diizeyinde bulunmustur (Tablo 4.2, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Saglikli ve dirofilariosisli kopeklerde serum trigliserid diizeyleri (p < 0,01)

Serum total kolesterol diizeyi ise saglikli kopeklerde ortalama olarak 170,3 mg/dl
olarak 6lgiiliirken, dirofilariosisli kopeklerde 137 mg/dl olarak olgiilmiistiir. Dirofilariosisli
kopeklerin serum total kolesterol diizeyi, kontrol grubundaki kopeklerden istatistik olarak
p < 0,001 6nem diizeyinde bulunmustur (Tablo 4.2, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Saghikh ve dirofilariosisli kdpeklerde serum total kolesterol diizeyleri (p < 0,001)

Dirofilariosisli kopeklerin kan serum VLDL diizeyill,6 mg/dl olarak olgiiliirken,
saghkli kopeklerde ortalama olarak 9,2 mg/dl 6lgiilmistiir. Dirofilariosisli kopeklerin
serum VLDL diizeyleri saglikh kopeklerden istatistiksel olarak p < 0.05 6nem diizeyinde
bulunmustur (Tablo 4.2, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Saglikli ve dirofilariosisli kopeklerde serum VLDL diizeyleri (p < 0,05)
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Serum LDL diizeyi ise, saglikli kopeklerde ortalama olarak 78,7 mg/dl 6lgiiliirken,
dirofilariosisli kopeklerde 103,4 mg/dl olarak olgiilmiistiir. Dirofilariosisli kopeklerde
serum LDL diizeyi, saglikli kopeklerden istatistiksel olarak p < 0,001 6nem diizeyinde
yikksek bulunmustur (Tablo 4.2 Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Saglikhi ve dirofilariosisli kopeklerde serum LDL diizeyleri (p < 0,001)

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda, serum HDL diizeyi saghkl kopeklerde
ortalama olarak 81,7 mg/dl Slgiiliirken, dirofilariosisli kopeklerde 56,3 mg/dl olarak
Olctilmiistir. Dirofilariosisli kopeklerin serum HDL diizeyi, saglkh kopeklerden
istatistiksel olarak p < 0,01 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.2, Sekil 4.13).

32



100

90 -

80 -

70 A

60 -

50 -

HDL (mg/dl)

40

30 A

20

10 A

81,7

@ Saglikli Képekler

B Dirofilariosisli
Kopekler

Sekil 4.13. Saglikli ve dirofilariosisli kdpeklerde serum HDL diizey leri (p < 0,01)
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5. TARTISMA

Dirofilariosis, diger ad1 ile kalp kurdu hastaligi, Tiirkiye’nin de i¢cinde bulundugu
tropik, subtropik ve sicak bdlgelerde yaygin olarak bulunan dnemli zoonoz bir hastaliktir
(Balikg1 2005). Adindan da anlasilacagi gibi, hastalik etkeni olan D. immitis
nematodunun eriskinleri kopeklerin sag ventrikulusu ve pulmoner arterlerine yerleserek,
endotel hasari, pulmoner tromboemboli, pulmoner hipertansiyon, miyokard dejenerasyonu
ve arterioskleroza sebep olur. Hastaligin ilerleyen asamalarmnda ise konjestif kalp
yetmezligi, hepatik konjesyon, ascites ve glomerulonefritis ve §liim goriilir (Schrey ve
Trautvet 1998; Balik¢1 ve ark. 2005).

Dirofilariosisli kopeklerde kalbin hem fonksiyonel, hem de morfolojik olarak
etkilendigi belirlenmistir (Sarkar ve ark. 1978; Bakirel ve Giines 2009). Bu nedenle bu
caliymada dirofilariosisli kdpeklerde meydana gelen kalp ile ilgili bozukluklar1 belirmek
amaciyla, kalp i¢in spesifik olan LDH ve CK enzimi ile kalbe 6zgii olan CK-MB izoenzimi
aktivite diizeyleri belirlenmistir. Ayrica desteklemesi i¢cin karacigere spesifik oldugu kadar,
kalp ve iskelet kas1 hastaliklarinda da artis gosteren AST ve ALT enzim aktivite tayinleri
de yapilmustrr.

LDH ve CK, o6zellkle CK-MB insan ve hayvanlarda miyokard hiicre hasarinin
onemli belirtegleridir (Church ve ark. 2007; Bakirel ve Giines 2009). Benzer sekilde Diniz
ve ark. (2007), troponin ve CK-MB serum aktivite tayininin, kopeklerde kardiak hasarin
spesifik ve duyarh indikatorleri oldugunu bildirmiglerdir. Song ve ark.(2003),
dirofilariosisli koOpeklerde kardiyopulmoner lezyonlar sonucu CK enziminin yiksek
oldugunu bildirmislerdir. Aynm1 sekilde Meral ve Bakirel (2007) ile Bakirel ve Giines
(2009) dirofilariosisli kopekler ile yaptiklar1 ¢alismalarda, dirofilariosisli kopeklerde
kardiyopulmoner lezyonlar sonucu serum LDH, CK ve CK-MB izoenzim diizeylerinin
onemli derece artig gosterdigini bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan caliymalara benzer
olarak, bu calismada da serum LDH, CK ve CK-MB aktivite diizeyleri dirofilariosisli
kopeklerde saglikli kopeklerden istatistiksel olarak 6nemli derecede yiiksek bulunmustur.

Dirofilariosisli kopeklerde karaciger igin spesifik olan AST, ALT ve ALP enzim
aktivite diizeylerinin de yiiksek oldugunu bildirilmistir (Song ve ark. 2003; Balik¢1 2005;
Sevimli ve ark., 2007). Yalgm ve ark. (2007), dirofilariosisli kopeklerde karaciger enzim
aktivitelerinin artmasmin, hastalikta sag kalp yetmezligine bagh olarak gelisen asites ve

pasif konjesyona bagh oldugunu bildirmistir. Bu enzimler hiicre i¢inde faaliyet
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gostermeleri nedeni ile saglikl kopeklerde serum enzim aktiviteleri diisiiktiir. Karaciger
enzim aktivitelerindeki herhangi bir yiikkselme onlarin yerlestigi dokularda olan tahribatin
bir gostergesidir (Niwetpathomwat ve ark. 2007). Daha 6nce yapilan ¢alismalara benzer
sekilde, bu caligmada da dirofilariosisli kopeklerde serum AST ve ALT aktivitesi, saglikli
kopeklerden istatistiksel olarak p<0.001 o&nem diizeyinde yiiksek bulunmustur.
Dirofilariosisli kopeklerde serum LDH, CK, CK-MB, AST ve ALT enzim aktivite
diizeylerinin yiiksek bulunmasi, D. immitis nematodunun eriskinlerinin kopeklerde sag
ventrikulus ve pulmoner arterlere yerleserek, kardiyovaskiiler hasar meydana getirdiginin
gostergesidir (Bakirel ve Gilines 2009). Ayrica hasta kopeklerde AST ve ALT enzim
aktivite artigy, parazit nedeni ile meydana gelen kardiyovaskiiler hasarm veya hepatik
hasarm gostergesiolabilir.

Paraoksonaz enzimi (PON1) karacigerde sentezlenen, fiziksel olarak HDL’ye bagl,
355 aminoasit igeren glikoprotein yapisinda antioksidan etkili bir enzimdir. Behget
hastalig1 (Karakiigik ve ark 2004), iilseratif kolit (Baskol ve ark 2006), romatoid artrit
(Altindag ve ark. 2007) ve akut purpura (Ece ve ark. 2007), ateroskleroz, koroner kalp
hastaligi, miyokard infarktusu, hiperkolesterolemi ve diabet gibi insan ve hayvan tiirlerini
etkileyen cogu hastalikta, yangi kosullar1 ve oksidatif stres altinda ROS patogenezine bagl
olarak PON1 aktivitesinin distiigii belirlenmistir (Farid ve ark. 2008; Efrad ve ark. 2009;
Motta ve ark. 2009).

Insan serum PON1 aktivitesinin kardiyovaskuler hastalik riski ile ters iliskili oldugu
gosterilmistir (Farid ve ark. 2008). Jarvik ve ark. (2003). PON1 aktivite diizeyi tayininin,
vaskiiler hastaliklarmn tanisinda en iyi indikatér oldugunu belirtmislerdir. PON1 enzimi
lizerine yapilan c¢alismalar enzimin degisik mekanizmalarla aterosklerotik olugumu
engelledigini gostermistir (Durrington 2001). PON1; LDL, HDL ve makrofajlar1 oksidatif
strese karsit koruyarak, makrofajlar tarafindan okside—LDL‘lerin almmmini uyararak,
makrofajlarda kolesterol biyosentezini inhibe ederek ve HDL araciligiyla hiicrelerden
kolesteroliin geri transportunu uyararak ateroskleroz olusumunu 6nler (Efrat ve ark 2009).
PON1, HDL’nin aterosklerozdan koruyucu etkisine katkida bulunarak, arteriyel hiicreler
ve LDL {izerinde lipid peroksit birikimini 6nleyerek ve hidrojen peroksit de dahil olmak
lizere radikalleri ndtralize ederek aterosklerotik siiregte antioksidan etki gosterir (Ozkan ve
ark. 2004; Tirkoglu ve ark. 2008). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, PON1'in serum ve
dokularda oksidatif stresi azalttigin1 gostermektedir (Aviram ve Rosenblat 2005).
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PON enzim ailesi (PON1, PON2, PON3) insanlarda birgok hastaliklarda ¢aligilmis
olmasina ragmen, dirofilariosiste PON1 aktivitesi degisimi ile ilgili herhangi bir bilgiye
rastlanmamigtir. Fakat D. immitis gibi bir nematod olan N. brasiliensis enfeksiyonunda,
ratlarda serum PON1 aktivitesinin diistiigii Farid ve ark. (2008) tarafindan gosterilmistir.
Farid ve ark. (2008) parazitli ratlarda serum PON1 aktivitesindeki diismenin, yangi dncesi
sitokinlerin etkisi ile hepatik PON1 {iretiminin azalmasma bagh oldugunu bildirmislerdir.
Motta ve ark. (2009) ise, kopeklerde egzersiz sonrast PONI1 diizeyinin diistiiglini
belirlemiglerdir. Kopeklerde PON1 diizeyinin ilk kez belirlendigi bu ¢alismaya benzer
sekilde bu calismada da dirofilariosisli kopeklerde serum PONI1 aktivitesi sagliklh
kopeklerden istatistiksel olarak p < 0.001 6nem diizeyinde diisik bulunmustur.
Dirofilariosisli kopeklerde PON1 enzim aktivite diizeyindeki goriilen azalma, olgun
parazitlerin kalpte meydana getirdigi oksidatif hasarm zararl etkilerinin dnlenmesi i¢in bu
antioksidan enzimin kullanilmasma bagh oldugu diisiintilmektedir.

PONL1 enzimi ayn1 zamanda arilesteraz, fosfotriesteraz, laktonaz, fosfolipaz A2 gibi
cok cesitli enzim aktivitesine sahip bir multienzimdir (Efrat ve ark. 2009). PON1 ARE’nin
dogal substrati olan fenil asetat1 hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. PON1 ve ARE’nin
iyl bilinen ortak Ozellikleri organofosfatlari, aril ve alkil halojeniirleri hidroliz etme
yetenegidir ARE, PON1’deki degisimlerden etkilenmeyen asil proteinin gdstergesi olarak
kabul edilmektedir (Tirkoglu ve ark. 2008). Cesitli tuz soliisyonlar1 paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitelerini etkilemektedir. Sodyum klorir, potasyum kloriir ve amonyum
kloriir gibi ¢esitli tuz ilavelerinin paraoksonaz aktivitesi lizerindeki stimiilan etkileri
arastirilmis ve en yiksek oranda stimiilasyonun sodyum kloriir ile gerceklestigi tespit
edilmistir. PON1 6lgiimiinde kullanilan tampona 1 M NaCl ilavesi, PON1’1 uyarip tiimiiyle
aktif, ARE’yi ise tiimiiyle inhibe etmektedir. Boylece sadece PON1 aktivite diizeyi
belirlenebilmektedir (Giilcii ve Giirsu 2003). Bu ¢alismada dirofilariosisli kopeklerde
NaCl-PON aktivitesi saglikli kopeklerden istatistiksel olarak p < 0.01 6nem diizeyinde
diisik bulunurken, ARE aktivitesinde her iki grup arasinda istatistiksel agidan bir fark
bulunamamigtr. Bu durum PON1’in ateroskleroz dnleyici fonksiyonunun ve dolayisi ile
antioksidan 6zelliginin ARE’den bagimsiz oldugunu gosterebilir.

PONI1, serum lipidleri ve lipoproteinlerinin metabolizmasm 6nemli bir enzimdir. Bu
nedenle lipid profili bozukluklarmin belirlenmesinde 6nemlidir. HDL ile bagh olan
PONIin total kolesterol, trigliseritler, LDL ve VLDL ile de iliskili oldugu gosterilmistir.
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(Himbergen ve ark. 2008). Bu galismada PON1 ile iliskili olarak dirofilariosisli kopeklerde
serum trigliserid, total kolesterol, VLDL, LDL ve HDL diizeyleri de 6l¢iilmiistiir.

Miyokard infarktiisii kalbi besleyen koroner arterlerin aniden tikanmasi sonucu
olusan ve siddetli kalp yetmezligine sebep olan bir bozukluktur. Akut koroner
tikanmasindan sonra miyokarda iskemi ve hiicresel metabolik degisimler meydana gelir
(Salmanoglu ve Bozdogan 1991). Kalp kurdu hastaliginda, eriskin D.immitis’lerin kalpte
sag ventrikulus ve pulmoner arterlere yerleserek, endotel hasari, miyokard infartiisii ve
arterioskleroza sebep oldugu bildirilmistir (Bakwrel ve Giines 2009). Miyokard enfarktiisii
olan kopeklerde serum lipid diizeylerinde artis oldugu Salmanoglu ve Bozdogan (1991)
tarafindan bildirilmistir. Ayrica Agachan ve ark. (2005) da, insanlarda miyokard
infartiisiinde, serum trigliserid, total kolesterol, LDL ve VLDL diizeylerinin arttigini, HDL
diizeyinin ise azaldigmi gostermislerdir. Literatiirde hipertrigliserideminin periferik arter
hastalig1 i¢in risk faktorii oldugunu destekleyici ¢alismalar vardir (Besirli ve ark. 2002).
Jacobs ve ark. (1992) dirofilariosis ile enfekte kopeklerde yaptiklar: ¢aliymada serum
trigliserid, serbest kolesterol ve total safra asitlerinde artma, HDL de ise azalma oldugunu
bildirmislerdir.

Bu ¢aligmada dirofilariosisli kopeklerde serum trigiserid diizeyi ve VLDL diizeyi
saglikli kopeklerden yiksek bulunurken, yapilan caligmalardan farkli olarak total
kolesterol diizeyi diisiik bulunmustur. Dirofilariosisli kopeklerde serum trigliserid ve
VLDL diizeylerinin yiiksek olmasmnin sebebi, konakta meydana gelen glikolizise bagh
olarak trigliseritlerin ve VLDL kolesteroliin karacigerde yapimini stimule eden yag doku
lipolizisi olabilir. Hasta kopeklerde total kolesterol diizeylerinin diisik bulunmasi ise,
parazitin sebep oldugu karaciger hasarma bagh olarak hepatositler tarafindan kolesteroliin
normal sentezinin saglanamamasma bagh olabilir.

LDL kolesterol kanda kolesteroliin esas tasiyicisidir ve kolesteroliin karacigerden
organlara tasinmasindan sorumludur (Adamu ve ark. 2008). LDL kopeklerde en fazla
konsantrasyonda bulunan lipoproteindir. Plazmada kolesterol ve onun ana komponenti olan
LDL kolesterol aterosklerotik vaskiiler komplikasyonlarda iyi bilinen risk fak torlerindendir
(Besirli ve ark. 2002). Aterosklerotik lezyonlarm meydana geldigi endotel hiicrelerinde,
diiz kas hiicrelerinde, mahrofajlar ve Ilenfositlerde LDL okside olabilme yetenegine
sahiptir. Aterojenik olusumda LDL oksidasyomu dnemli bir basamaktir. Agachan ve ark.

(2005) insanlarda miyekard infarktiisiinde serum LDL diizeyinin arttigmni bildirmislerdir.
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Kitagawa ve ark. (1987) dirofilariosisli kopeklerde, serum LDL diizeyinin yiiksek, HDL
diizeyinin ise diisik oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde bu ¢aligmada da, saglikli
kopeklerde serum LDL diizeyi ortalama 78,7 mg/dl olarak o6lgiiliirken, dirofilariosisli
kopeklerde 103,4 mg/dl olarak 6lgtilmiistiir (p < 0.001). Dirofilariosisli kopeklerde goriilen
yiksek LDL diizeyleri, parazit nedeni ile LDL reseptorlerinin baskilanmasma baglh olarak,
karaciger ve diger organlarda LDL’nin plazmadan hiicreye girisinin azalmasi ile iligkili
olabilir (Kitagawa ve ark. 1987).

HDL, kolesteroliin ¢esitli organ ve dokulardan karacigere tasimnmasindan sorumludur
(Adamu ve ark. 2008). Total plazma kolesteroliiniin % 90’1 olusturur. Yapisinda serbest
kolesterol, kolesterol esterleri, trigliserit, fosfolipidler, antioksidanlar, Apo Al, Apo All,
Apo J gibi proteinler ve LCAT ve PON1 gibi gesitli enzimleri igerir (Efrat ve ark. 2009).
Serum PON1 plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunun o6nlenmesinde HDL’nin antioksidan etki gostermesini saglar. HDL
kolesterol yapisinda bulunan PON 1 enzimi, LDL’deki aktif lipidleri yikar ve boylece
paraoksonaz LDL kolesterolii serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan korumaktadir
(Aviram 1999). Diyabet ve periferik tikayict arter hastaligi bulunanlarda trigliserid
diizeyinin yiiksek ve HDL seviyelerinin ise diisiik oldugu bildirilmistir. HDL diizeyindeki
belirgin azalmanin aterosklerotik periferik damar hastaliklarini arttirict etkisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica HDL diizeyinin koroner arter hastaligi ile ters orantili oldugu
gosterilmistir (Besirli ve ark. 2002). Dirofilariosisli kopeklerde HDL diizeyinin diistiigi
bildirilmistir (Kitagawa ve ark. 1981). Benzer sekilde bu caliymada da dirofilairosisli
kopeklerde serum HDL diizeyi, saglikli kopeklerden digik bulunmustur (p < 0.001).
Calismada hasta kopeklerde HDL diizeyinin diisiik bulunmasi, hastalik sirasida olusan
karaciger hasarmna bagl olarak total kolesteroliin yeterince sentezlenememesine bagh

oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Ulkemizde, gerek kentlerde gerekse kirsal yorelerde insanlarla ¢ok yakm iliskisi olan
kopeklerde bulunan parazitler, insan ve ¢evre saghgi agisindan biiyik 6nem tagimaktadir
(Goz ve ark. 2007). Kopeklerin kalp kurdu hastaligi kopekler ve bazende insanlar igin
onemli olan zoonoz bir nematod hastaligidir. Hastalik, diinyada ve iilkemizde yaygin
olarak goriilmekte ve ekonomik kayiplara neden olmasinin yanisira gittikge artan oranlarda
insan saghgma da zarar vermektedir (Cakroglu ve Meral 2007). Ulkemizde gerek iklim,
gerekse vektor sivrisinekleri yoniinden dirofilariasisin yayilmasi igin uygun bir ortam

olmas1 bu hastaligi 6nemli kilmaktadir.

Dirofilariosis genellikle asemptomatik seyreder, bu nedenle subklinik hastaligin
tanismm konulmasinda, erigskin D. immitis’in kalpte yaptig1 hasarin 6l¢iimiinde kullanilan
kalbe 0zgli enzimler gibi, yeni spesifik biyokimyasal parametrelere ihtiya¢ vardur.
Calismada dirofilariosisli kopeklede kalp i¢in spesifik olan enzimlerin aktiviteleri artarken,
lipid profili diizeyleri de hasta kdpeklerde degisiklik gdstermistir. Dirofilariosiste goriilen
bu degisimler hastalign patogenezi ile iliskili oldugu diisliniilmektedir.

Aragtrmadan elde edilen verilerin 1s1ginda, serum bazal PON1 ve NaCIl-PON
aktivite diizeyi Ol¢timlerinin, dirofilariosisli kopeklerde meydana gelen kardiak hasarin
belirlenmesinde, LDH ve CK-MB gibi yararli bir indikator olabilecegi kanisina varilmistir.
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