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OZET

Anaplasmosisli Sigirlarda Is1 Sok Protein, Nitrik Oksit (NO) Ve
Interlokin (IL-6, IL-10) Diizeylerinin Arastirilmasi

Kan parazit hastaliklar1 sigirlarda siklikla goriilmekte olup, Tiirkiye’de de oldukga
yaygindir. Bu hastaliklardan tropikal theileriosis en yaygin goriilen kan paraziti
hastaligidir. Babesiosis ve anaplasmosis ise diger 6nemli kan paraziti hastaliklarindandir.

Anaplasmosis Tiirkiye’ de her bolgede goriilmektedir.

Bu calismada anaplasmosisli sigirlarda oksidatif stres ve immun sistem
degisimlerinin 1s1 sok protein (Hsp-27), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO),
interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-10 (IL-10) parametreleri ile ortaya konulmasi
amaglanmaktadir. Calisma, 1-3 yas arasinda 15 saglikli ve 15 anaplasmosisli sigirda
gerceklestirilmistir. Calismada plazma malondialdehit ve nitrik oksit diizeyleri
spektrofotometrik yontemler ile, 1s1 sok protein-27 ve interlokin (IL-6 ve IL-10) diizeyleri

ise ticari ELISA kitleri kullanilarak belirlenmistir.

Anaplasmosisli sigirlarda plazma malondialdehit (p<0.001), nitrik oksit (p<0.01),
1s1 sok protein 27 (p<0.01) ve interlokin-6 (p<0.001) diizeyleri kontrol grubuna gore
yikksek bulunmustur. Serum interlokin-10 aktivitesinde ise, kontrol grubu ile
anaplasmosisli sigirlar arasinda 6nemli bir fark bulunamamistir. Elde edilen sonuglara
gbre, anaplasmosiste malondialdehit, nitrik oksit, 1s1 sok protein-27 ve interlokin-6
diizeylerinin belirlenmesi, hastalifin tanis1 ve prognozunun takip edilmesinde faydali

olabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar sozciikler: Anaplasmosis, Sigir, Nitrik oksit, Is1 Sok Protein, Interlokin
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ABSTRACT

The Investigation of Heat Shock Protein (Hsp 27), Nitric Oxide (NO) and
Interleukin (IL-6, IL-10) Levels in Cattle Anaplasmosis

Blood parasitic diseases such as tropical theileriosis in cattles are observed in
Turkey. On the other hand, babesiosis and anaplasmaosis are other primer tick-borne

diseases. Anaplasmosis is generalised in all over the region of Turkey.

In the present study, we aimed to reveal the alterations of immun system and
oxidative stress in cattles with anaplasmosis by analysing heat shock protein (Hsp 27),
nitric oxide (NO), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-10) levels. The research has
been performed on 15 healthy and 15 cattles with anaplasmosis, aged 1-3 years old. The
plasma levels of malondialdehyde and nitric oxide were determined by spectrophotometric
methods while the concentrations of heat shock protein and interleukin (IL-6 and IL-10)

were detected by using commercial ELISA kits.

The levels of plasma MDA (p<0.001), NO (p<0.001), Hsp 27 (p<0.01) and IL-6
levels were determined significantly higher in cattles with anaplasmosis than the control
group. The levels of serum IL-10 was not showed significant differences between the
control and the patient group. In conclusion, determination of the levels of
malondialdehyde, nitric oxide, heat shock protein-27 and interleukin-6 might be a valuable

indicator for diagnosis and prognosis of cattle anaplasmosis.

Key words: Anaplasmosis, cattle, nitric oxide, heat shock protein, interleukin.



1. GIRIS

Anaplasmosis tropik ve subtropik bolgelerde goriilen yiiksek ates, makrositer,
hipokrom anemi ile karakterize, hem transovarial hem de transstadial olarak nakledilen
protozoer bir hastaliktir. Sigirlarda anaplasmosise sebep olan anaplasma tiirleri Anaplasma
marginale ve Anaplasma centrale ‘dir. A.marginale A.centrale’ ye gore daha patojendir
(Wilkinson 2005). Anaplasma tiirleri Boophilus, Rhipicephalus, Hyalomma, Ixodes ve

Dermocentor ailelerine bagli 14 farkl kene tiirii tarafindan taginmaktadir (Anonim 2007).

Anaplasmosis tedavisi gli¢ bir hastaliktir. Ciinkii hastalifi gegiren hayvanlar
hastaliga karsi uzun stire bagisiklik kazanir. Bu bagisikligin 6zelligi hastalik gectigi halde
bir miktar parazitin organizmada kalmasi, i¢ organlarda yasamaya devam etmesidir.

Hayvan bu nedenle portdr konumundadir.

Yurdumuzda sigirlarda anaplasmosis diger kan paraziti hastaliklar1 gibi yaygin
olarak goriilmektedir. Yerli sigir irklarinda mortalite oran1 diisiiktiir. Kiiltiir irklarinda ise
mortalite oran1 %10-60 arasinda degismektedir. Hatay yoresinde sigirlarinda ise daha ¢ok

hastaliga 4.marginale sebep olmaktadir (Mimioglu ve ark. 1969).

Anaplasmosis ile biyokimyasal c¢alismalar sinirli  sayidadir.  A.marginale
enfeksiyonu ile sigirlarda gesitli biyokimyasal degisimler meydana geldigi belirlenmistir.
Allen ve ark. (1981) A. marginale enfeksiyonunda serum total bilirubin (TBIL), direct
bilirubin (DBIL), serum fire nitrojen (SUN), alkalin fosfat (ALP) ve serum aspartat
aminotransferaz (AST) diizeylerinde artis oldugunu belirlemislerdir. Anaplasmosiste
meydana gelen biyokimyasal degisimler, diger kan paraziti hastaliklarinda da meydana
gelmektedir. Bu nedenle hastaligin prognozunda yardimci olacak, daha spesifik

biyokimyasal parametrelere ihtiya¢ vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anaplasmosis

Anaplasmosis tropik ve subtropik bolgelerde goriilen yiliksek ates ve anemi ile
karakterize edilen, transovarial ve transstadial olarak nakledilen protozoer bir hastaliktir
(Kocan 2000). Anaplasmosis, Ricketsia’larin  Anaplasmatacea ailesinde yer alan,
anaplasma etkenleri tarafindan meydana getirilir (Anonim 2007). Anaplasma etkenleri
sigir, koyun, kec¢i ve bazi yabani ruminantlarin eritrositlerinin igerisinde 0,3- 1 mikron

biiylikliikte nokta seklinde sitoplazmasiz organizmalardir (Bock ve ark. 2001).

Sigirlarda anaplasmosise sebep olan anaplasma etkenleri Anaplasma marginale ve
Anaplasma centrale ‘dir. A. marginale eritrositlerin kenar kisminda (%30), 4. centrale ise
orta kisminda (%70) bulunur. A.marginale, A.centrale’ye gore daha patojendir (Wilkinson
2005). Anaplasmosis sigirlarda tiim yaglarda goriilebilir. Ancak yas ilerledik¢e hastaligin
siddeti artar. 6 aylik ve daha kiigiik sigirlarda hastalik belirtisi nadiren goriiliirken, 6 ay ile
3 yas arasindaki sigirlarda hastalikta artma ve hatta 6lim goriiliir. 3 yasindan biiyiik

sigirlarda ise oliim orani %30 ila 50°dir (Mimioglu ve ark. 1969).
2.1.1. Tarihce

flk kez 1893 yilinda Smith ve Kilborne sigir piroplasmosisi iizerinde calisirken
alyuvarlarin kenarinda rastladig1 kiiclik cisimciklere ‘periferik kiiciik cisimcikler’ adim
vermistir. Daha sonra Hutcheon’un 1887°de Giiney Afrika’da yaygin olan hastaliga safra
hummast veya sarilik adin1 vermistir. Theiler 1908 yilinda alyuvarlarin kenarinda rastlanan
sitoplazmadan yoksun cisimciklere ilk defa anaplasma adini vermistir. Theiler, ¢apraz
bagisiklik denemeleriyle anaplasmosisin iki tip etkenden ileri gelen bir hastalik oldugunu
aciklamistir. 1911 yilinda alyuvarlarin kenarlarinda olan etkenleri Anaplasma marginale
olarak isimlendirmistir. Yakimov ve Beliavine 1926 yilinda Rusya’da bulduklar1 sigir
anaplasmalarina Anaplasma rossicum, Lignieres ise Arjantin’de sigirlarda rastladig
anaplasma etkenlerine Anaplasma argentium adim1 vermislerdir. Sonra birgok arastirmaci

cesitli iilkelerde anaplasmosisin varligini isaret etmislerdir (Mimioglu ve ark. 1969).



Ulkemizde s1gir anaplasmosisi ilk defa Riza Ismail tarafindan 1926 yilinda Karacabey
Harasinda tespit etmis, daha sonra Lestoquard 1931 yilinda Bursa ¢evresinde hastaligin

varligini bildirmistir.
2.1.2. Anaplasma tiirlerinin genel biyolojisi

Keneler kan emme sirasinda anaplasma etkenleri ile enfekte alyuvarlar alarak
enfekte hale gelirler. Kenelerde A. marginale enfeksiyonunun ilk yerlesim alani bagirsak
hiicreleridir. Kene bagirsak hiicrelerindeki 4. marginale’nin gelisiminin ardindan, tiikiiriik

bezleri de dahil olmak {izere diger bir ¢ok kene dokusu enfekte olur (Kocan ve ark. 2003).

Kenelerde A. marginale zarla cgevrili kofullarda veya kolonilerde gelisir. A4.
marginale’nin kolonide goriilen ilk hali, ikili fisyon boliinmesi yapacak sekilde goériinen
vejetatif formdur, bu sekliyle yiizlerce organizma iceren biiylik koloniler olusturabilir.
Daha sonra etken enfekte kene hiicresi disinda da yasayabilen ve daha yogun olan enfektif
forma doniisiir. Kene ikinci kez beslendigi zaman enfektif formu, tiikiiriik bezleri ile sigira
nakleder, boylece sigir A. marginale enfeksiyonunu kapmis olur (Richey ve Palmer 2003).
Anaplasma etkenleri sigirda kirmizi kan hiicrelerine yerlesir. Trombositler anaplasmalarin
alyuvarlara tasinmasinda etkilidir. Daha sonra bunlar anaplasma etkenleri tarafindan tahrip

edilir ve buna bagli olarak trombosit yapiminda artis goriiliir (Kocan ve ark. 2003).
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2.1.3. Anaplasma Etkenlerinin Tasinmasi

A. marginale sivrisinek 1sirmasi veya etkenle bulagmis kan nakli araglart ile
mekanik olarak tasmabildigi gibi, keneler tarafindan biyolojik olarakta nakledilebilir

(Kocan 1986).

2.1.3.1 Mekanik Tasima

Mekanik tagima siklikla enjektor, boynuz testeresi, burun masasi, damgalama ve
kulak isaretleme ve hadim etme araclar gibi kirli kan tastyici araglar ve tabanus sinekleri

ile sivrisinekler araciligryla gerceklesir (Potgieter 1981; Foil 1989; Figueroa ve ark. 1998).

Ayrica ek olarak, A. marginale gebelik sirasinda sigirdan buzagiya da tasinabilir.

Anaplasmosisin plesantal tasimasi, bu hastaligin epidemiyolojisine dolayli da olsa katkida

bulunmaktadir (Wren 2000).

2.1.3.2 Biyolojik Tasima

A.Marginale’'nin biyolojik nakli Dermacentor, Rhipicephalus ve Boophilus
keneleri tarafindan gerceklestirilir. Yaklasik 14 cesit kene “vektor” olarak tanimlanmistir
(Anonim 2007). Kenelerle etkenin nakli transstadial olarak gerceklesir, transovaryal nakil
goriilmez (Stich 1998). A. marginale’nin intrastadial taginmasi erkek keneler tarafindan
gergeklestirilir. Son ¢aligmalar gostermistir ki, erkek Dermacentor kenesi A. marginale’nin

biyolojik tasinmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kocan ve ark. 2000).



Sekil 2.2. A. marginale. ile enfekte sigir alyuvarlar1 (Fox 2008)

2.1.4. Anaplasmosisin hastalik evreleri

Anaplasmosisin hastalik evrelerini 4 ana gruba ayirmak miimkiindiir (Stokka ve

Falkner 2000).
2.1.4.1. inkiibasyon Evresi

Bu evre konagin kene tarafindan enfekte edilmesi ile baslar ve kirmizi kan
hiicrelerinin %1°’1 anaplasma etkenleri tarafindan istila edilene kadar siirer. Ortalama
inkiibasyon evresi 3 ila 8 haftadir ve hastalikla ilgili herhangi bir belirti goriilmez.
Inkiibasyon evresi boyunca konagm kaninda anaplasma etkeni yavas yavas iirer. Bu evre

sonunda etken konagin kirmizi kan hiicrelerine yerlesir (Hopkins ve ark. 2004).
2.1.4.2. Gelisme Evresi

Gelisme evresi 4 ila 9 giin siirer ve bu evrede konak anaplasmosisin karakteristik
ozelliklerini gosterir. Klinik belirtiler bu evrede goriilmeye baslar. Hasta olan hayvanin

viicut savunma sistemi paraziti parcalarken, eritrositleri de pargalar. Bu nedenle



eritrositlerde 6nemli kayiplar meydana gelir. Bu da hayvanda klinik aneminin goriilmesine
neden olur. Viicut sicakligi genellikle 40-41 °C’dir. Ayrica ineklerde siit veriminde azalma
goriiliir. Sig1r iireticileri anaplasmosis bulagsmis hayvanlarda ilk belirtilerin anemi oldugunu
ve hayvanin siirlinlin gerisinde kalip gligsiizlestigini belirtmislerdir. Burun, dudak, goz ve
meme basi etrafindaki deri soluklagir. Daha sonra hasta hayvanda kabizlik, kilo kayb1 ve
telas goriliir. Hastaligin ilk belirtilerinden 1-4 giin sonra hayvan olebilir. Genel kani
gelisme evresinin baglarinda anaplasmosis fark edilmezse hayvanin tedavi edilemeyecegi
yoniindedir (Stokka ve Falkner 2000). Klinik belirtilerin goriildiigii evrede 4.marginale ile
enfekte olmus sigirlarda serum total bilirubin (TBIL), direk bilirubin (DBIL), serum iire
nitrojen (BUN), alkalin fosfataz (ALP) ve serum aspartat aminotransferaz (AST)
diizeylerinde artis meydana gelir (Allen 1981).

2.1.4.3. Tyilesme Evresi

Bu evre kan hacminin normal degerlerine doniinceye kadar siirer. Bu evrede
periferal kanda eritrositlerin liretimi gerceklesir ve hemoglobin diizeyinde artis goriiliir.
Ayrica total beyaz kan hiicrelerinde de artis meydana gelir. Anaplasmosisin sebep oldugu
Olimler gelisme evresinin sonunda veya iyilesme evresinin basinda goriiliir.
Anaplasmosiste hastaligin  klinik evresinde degisim gosteren biyokimyasal bazi
parametrelerin tedavi sonrast degisimleri hakkinda herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamustir.
Fakat diger kan paraziti hastaliklarinda tedavi sonrasinda goriilen biyokimyasal
degisimlerle (Cunha ve ark. 2000; Kontas ve ark. 2008) benzerlik gosterecegi

diisiiniilmektedir.
2.1.4.4. Tasima Evresi

Tasima evresinde sigirlarda herhangi bir hastalik belirtisi goriilmezken, hayvan
hastalik etkeninin tagiyicisi konumundadir. Bu nedenle tasiyict hayvanlar siirii iginde

hastaligin bulagsmasinda etkilidirler (Hopkins ve ark. 2004).
2.1.5. Anaplasmosisin klinik belirtileri

Sigirlarda A.marginale’nin enfeksiyona sebep oldugu tek yer alyuvarlardir. Bu

hiicreler, sitoplazmalarinda 4-8 adet A. marginale etkeni bulundurabilir. Enfeksiyonun



kulugka siiresi ortalama 28 giindiir ve bu slire enfekte organizmalarin sayisina bagli olarak
degiskenlik gosterebilir. Etkenle enfekte olmus alyuvarlarin sayist geometrik olarak
artmaya baslar. Bir siire sonra parazitlerin bulastig1 alyuvarlar sigirlarin retikiiloendotelyal
hiicreleri tarafindan parcalanir. Bu siire¢ anemi ve hemoglobinemi veya hemoglobinuri ve
sarilikla sonuclanir. Klinik semptomlar yiiksek ates (41-42°C), kilo kaybi, uyusukluk ve
sartlig1 igerir. 2 yasindan biiylik hayvanlarda siklikla 6liim goriiliir. Daha 6nce enfekte
olmus veya “tastyict” sigirlar Omiir boyu bagisiklik kazanirlar ve A.marginale’ ler igin
rezervuar gorevi goriirler. Boylece keneler tarafindan gergeklestirilen hem mekanik hem de
biyolojik tasima ic¢in enfekte olmus kan kaynagi saglarlar. Danalar  A.marginale

enfeksiyonuna kars1 daha az duyarhdirlar (Kocan ve ark. 2003).
2.1.6. Anaplasmosiste biyokimyasal ¢alismalar

A.marginale ile enfekte olmus sigirlarda akut enfeksiyonda serum total bilirubin
(TBIL), direk bilirubin (DBIL), serum iire nitrojen (BUN), alkalin fosfat (ALP) ve serum
aspartat aminotransferaz (AST) diizeylerinde artis meydana geldigini Allen ve ark. (1981)

gostermistir.

Diger kan paraziti hastaliklarindan olan theileriosis ve babesiosis ile yapilan
calismalarda da benzer sekilde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), alkalin fosfataz (ALP), kreatin, kan iire nitrojen (BUN), total protein (TP), albumin
ve kan glukoz konsantrasyonlarinda artis tespit edilmistir. Transaminaz ve  ALP
aktiviteleri artisinin, karaciger yetmezligine bagli oldugu ve bu nedenle hipoalbuminemi ve
hipoglisemi meydana geldigi gosterilmistir (Ozan ve ark. 1999; Zygner ve ark. 2007; Kizil
ve ark. 2007). Grab ve ark. (2007) Anaplasma phagocytophilum enfeksiyonunda hastaligin

karaciger hasarina neden oldugunu gostermislerdir.
2.1.7. Anaplasmosisin Teshisi

Anaplasma enfeksiyonlarinin tanisinda klinik, mikroskobik ve serolojik yontemler

uygulanmaktadir.



2.1.7.1. Klinik Tam

Hastaligin goriildiigli bolgelerde, hayvanlarda 41-41 °C ates, kilo kaybi, uyusukluk
ve sarilig1 igerir. 2 yasindan biiylik hayvanlarda siklikla 6liim goriiliir (Stokka ve Falkner

2000).

2.1.7.2. Mikroskobik Tam

Mikroskobik tanida kan frotileri ve lenf bezi biyopsisinden yararlanilir. Alinan
ornekler Giemsa ile boyanir ve yapilan mikroskobik incelemelerde eritrositlerde
anaplazma etkenleri aranir. Mikroskobik incelemede A. marginale eritrositlerin kenar

kisminda (%30), A. centrale ise orta kisminda (%70) goriiliir (Mimioglu ve ark. 1969).

2.1.7.3. Serolojik Tam

Anaplasma enfeksiyonunu teshis etmek amaciyla birgok serolojik testten
yararlanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok Enzim Baglayict Immuno Sorbent Testi (ELISA),
Komplement Fiksazyon (CF) ve Kart Aglutinasyon Testi (CAT) dolagimdaki antikorlart
teshis etmek amaciyla kullanilmaktadir (Reyna-Bello ve ark. 1998). Son yillarda molekiiler
biyolojideki gelismelerle birlikte, hastalik etkenlerinin DNA’sin1 ortaya koymaya yonelik
olarak PCR (Polymerase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilmaya

baslanmistir (Bock ve ark. 2006).

2.1.8. Anaplasmosiste Bagisikhik

Tek hiicreli olmalarindan dolay1 protozoonlara karsi olusan immunolojik
reaksiyonlar bakterilerdekine benzemektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarda oldugu gibi,
protozoon enfeksiyonlarinda da humoral veya hiicresel reaksiyonlar goriilmekte, nadiren
ikisi birden ortaya ¢ikmaktadir. A.marginale’ ye kars1 bagisikligin temeli ¢ok iyi anlagilmis

olmamasina ragmen, anaplasmosiste hiicresel bagisiklik goriilmektedir (Gale ve ark. 1997).

Interferon gama (IFN-y), hiicre i¢i bakteriler ve protozonlar gibi- riketsiyalar da
dahil olmak iizere- genis bir patojene karst yardimci T-lenfositler tarafindan {iretilen,
pleotropik etkileri olan bir sitokindir. IFN-y’ larin yiiksek diizeyde tiretimi, 4.marginale

kars1 gelisen lenfosit cevabi sirasinda meydana gelir. IFN-y ayn1 zamanda bagisikligi



etkisiz hale getiren bir molekiil olan NO {iretimi i¢in makrofajlarin aktivasyonu saglar

(Gale ve ark. 1997).
2.2. Oksidatif Stres ve Lipid Peroksidasyonu

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina
neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup,

sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Altan ve ark. 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek icin bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Endojen kaynakli veya

eksojen kaynakli olabilirler (Ramiro-Puiq ve ark. 2007).

Endojen antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon s-transferazlar (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal sitokrom oksidaz
sistemi, hidroperoksidaz gibi antioksidan enzimler ve Melatonin, Seruloplazmin,
Transferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin,

Urat, Laktoferrin, Albiimin gibi enzim olmayan molekiillerdir (Nquemfo ve ark. 2008).

Eksojen antioksidanlar ise, o-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit
(vitamin C), Folik asit (folat) gibi vitaminler, sitokinler (TNF ve IL-1), demir selatorleri ve
Butylated hydroxytoluene (BHT) Butylated hydroxyanisole (BHA) Sodyum benzonat gibi
gida antioksidanlaridir (Ramiro-Puiq ve ark. 2007).

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip,
kisa Omiirll, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Kisa omiirlii
olmalarina ragmen; bir dizi zincir reaksiyonu baglatip bircok radikal olusturabilirler
(Koken ve ark. 2002). Serbest radikaller hidroksil radikali, siiperoksit radikali, nitrik oksit
ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (Mercan 2004).
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Sekil.2.3. Oksidatif Stres mekanizmasi (Altan ve ark. 2006)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) kontrolsiiz bir sekilde tiretildiginde, niikleik asit,
protein ve lipit gibi biyomolekiilleri oksitler ve genetik bilginin (DNA) degismesine,
protein yapisinin bozulmasina, enzim aktivitesinin engellenmesine ve hiicresel
membranlarin hasar goérmesine lipitlerde peroksidasyonuna neden olur (Clarkson ve

Thompson 2000).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler tireterek, diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipid peroksidasyonun en dnemli
{iriinii malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alig-
verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA
bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1

mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (Mercan 2004).
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2.2.1. Nitrik OKksit

Nitrik oksit (NO) viicutta hem fizyolojik, hem de patolojik olgulara aracilik eden
serbest bir radikaldir. Atmosferde yaygin olarak bulunan azot (N) ve oksijen (O) gazlarinin
bilesiminden olugmus bir azot monoksit gazidir. Gaz fazinda renksiz, standart 1s1 ve

basingta suda ¢dziinebilen bir molekiildiir (Archer 1993; Erel ve ark. 1999).

Nitrik oksit, iizerinde yiik tagimamasi ve ortaklanmamis elektron bulundurmasi,
hiicreden hiicreye hicbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gegmesini saglamaktadir. Ayn
zamanda NO, tasidig1 ortaklanmamis elektron nedeniyle bir serbest radikal molekiilii

olarak isimlendirilir (Knows ve ark. 1991).

Nitrik oksit, L-argininin nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi ile oksidasyonundan
meydana gelir (Ozkan ve Dweik 2001; Moncada ve Higgs 2002). Nitrik oksit sentaz
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon iki basamaklidir. Birinci basamakta argininin iki
elektron oksidasyonundan, NADPH ve O, kullanilarak, bir ara iiriin olan N-Hidroksi-L-
Arginin (NHA) , daha sonraki basamakta ise, NHA’dan NO ve sitrulin olusur (Ozkan ve
Yiiksekol 2003).

1- Arginin
MOS, 1NOS, eNOS

O, NADPH

HO MNADP

N-Hidroksi-L- Argini
Q,, 0.5 eq NADPH il

D5, nOS, eMNOS

IO, 0,5 e MADD
770 o0 *d L-sitrulin + NO

Sekil 2.4. L-argininden NO ve sitrulin olusumu (Howe ve Boothe 2001).

Biitiin memeli hiicreleri tarafindan sentezlenebilen NO, kan damarlar1 geriliminin
diizenlenmesinden, sinirler arasi iletisime ve savunma sistemine kadar pek ¢ok fizyolojik
olayda anahtar gorevi goren bir molekiildiir (Granger ve Stokes 2000). NO’ nun yar1 émrii
22-30 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin ‘hem’ demirine
baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir (Harmankaya ve ark. 2001,

Tutluoglu ve ark. 2000).
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2.2.1.1. Nitrik Oksit Sentetaz (NOS, E.C. 1.14.13.39 )

NOS Ca bagimli bir enzimdir. Hiicre igi iyonize Ca™ konsantrasyonunun arttig:
durumlarda, Ca™ kalmodulinle birleserek NOS enzimini aktive eder ve L-argininden NO

sentezi gerceklesir (Selleri ve Maciejewski 2001). NOS’ un 3 izoenzimi vardir:

1. Sinir ve baz1 hiicre tiplerinde (akciger, pankreas, mide, uterus) fizyolojik olarak goriilen

noronal NOS (nNOS, NOS1)

2. Immiinolojik uyaryla indiiklenen ve biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunan indiiklenebilir

NOS (iNOS, NOS2)
3. Endotel hiicrelerinde fizyolojik olarak bulunan endotelyal NOS (eNOS, NOS3)

Noronal NOS (nNOS) ve endoteliyal NOS (eNOS) fizyolojik aktivite diizeylerine
sahiptirler. Hiicre i¢i iyonize Ca™ konsantrasyonunun arttigi durumlarda Ca®™

kalmodulinle birleserek, NOS enzimini aktive eder ve L-argininden NO sentezi ger¢eklesir

(Erel ve ark. 1999; Selleri ve Maciejewski 2001).

Indiiklenebilir NOS (iNOS) normal durumlarda aktivite gdstermez. Yangi ve
enfeksiyon sirasinda salinan sitokinler ve endotoksinler tarafindan uyarilir. iNOS Ca™ ve
kalmoduline bagimli degildir. Makrofajlar, notrofiller ve mast hiicrelerinde NO sentezini
saglar. iNOS tarafindan {iretilen nitrik oksitin kaynagi spesifik olmayan savunma
mekanizmas1 olup, antimikrobiyel ve antitimoral etkiye sahiptir. Aktivitesinin sepsis,
astim, romatoid artrit, tliberkiiloz, doku reddi, multiple skleroz gibi pek cok hastalikta da
arttig1 gosterilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda interferon-gama (IFN-y), timdr nekroz
faktor-alfa (TNF-a) ve lipopolisakkaritlerin iNOS’ u stimule ederek NO sentezinin
artildiklar1 ve yabanci hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicresi) sitostatik ve sitotoksik

etki meydana getirdigi bildirilmistir (Shoda ve ark. 2000; Howe ve Boothe 2001).

Endotel hiicreleri ve trombositlerde bulunan izoenzim eNOS’dur. Damarlarda
dilatasyonu saglayan ve siirekli olarak saliverilen NO’in biyosentezinden sorumludur.

Kalsiyum ve kalmoduline bagimlidir (Tuna ve Caglayan 1995).
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2.2.1.2. Nitrik OKksitin Viicuttaki Etkileri

Nitrik  oksitin iki temel fonksiyonu vardir. Birinci fonksiyonu diisiik
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan ve kisa siiren hiicre i¢i ve hiicreler arasi diizenleyici
etkidir. Ikinci etkisi ise yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan ve uzun siiren sitotoksik
ve sitostatik etkidir. NO’nun hedef olarak etkiledigi yapilar; hem molekiilli, Fe-S
bilesikleri, tiol gruplar1 ve siiperoksit radikalleridir (Moncada ve Higgs 1993; Erel ve ark.
1999). Sentezlenen NO, guanilat siklazi aktive eden bir araci olarak gorev yapar.
Molekiiler diizeyde NO’in baglanmasi ile bu enzim aktive olur ve hiicre i¢inde siklik 3', 5'-
guanosin monofosfat (cGMP) seviyesi artar. cGMP, NO’in indiikledigi vazodilatasyon,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve lokosit adezyonunun diizenlenmesinden
sorumludur (Dweik 2001). Artan hiicre ici cGMP, fosfodiesterazlar tafafindan 5'-GMP’ye

hidrolize edilerek konsantrasyonu azaltilir (Housley 1986).

Eaynak hiicre Hedef Hilcre
[ L-Arginin )
L-BHkIA

MOS = L-NIA
J/ L-MAWE

MO | |

Sekil 2.5. Nitrik oksitin sentezi-inhibisyonu ve etki mekanizmasi (Ozakyol 1998).

Nitrik oksit, kalp kasinin kasilim giiciinii azaltir. Prostasiklinle sinerjik olarak etki
ederek trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engeller. Trombositler de NO
sentezleyerek, trombosit aktivitesinin kontroliinii saglarlar. Ayrica nétrofil kiimelesmesini
engelleyici bir etkiye de sahiptirler. Bu 0zelligi ile de infarktiis alanindaki hasarin
sinirlanmasinda gorev yaparlar (Moncoda ve Higgs 1993; Yilmaz ve ark. 2001). NO
beyindeki glutamat reseptoriinii etkiler ve hiicre ici cGMP konsantrasyonunu arttirarak
fizyolojik etki gosterir. Glutamatin indiikledigi sinirsel uyarida NO bir ndrotransmitter

olarak rol oynar (Howe ve Boothe 2001). Mide-bagirsak sisteminde ise NO musculus
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externa’nin gevsemesine neden olur. Yine bu sistemde mukozal kan akiminin

diizenlenmesinde, mukozanin korunmasinda rol oynamaktadir (Ozakyol 1998).

NO’in diger etkileri demir-siilfiir merkezli enzimlerle etkilesime girereck DNA
yapisint bozmasi1 veya oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikalleri

peroksinitrit gibi zararl {irlinleri olusturmasidir (Oral ve Aribogan 1995; Erbas 1998).

MO + 0, —= O NOO

ONOO + H = ONOOH

OMOOH—=>NJ, + "

NO, siiperoksit (O;) radikali ile reaksiyona girerek, peroksinitrit (OONO) olusturur.
Giglii bir oksidan olan peroksinitrit, hafif asidik ortamlarda peroksinitréz asidi (ONOOH)
olusturur. Peroksinitréz asit hizla nitrat ve bir oksidan etken olan hidroksil benzeri radikale
parcalanir.  Peroksinitrit ~ sitotoksiktir ve peroksidasyon yetenegindedir. NO’in
antimikrobiyel aktivitesi, peroksinitritin kontrol edilen lokal iiretiminin sonucudur. Konak
dokularin antioksidan diizeyleri NO’in sitotoksik potansiyelinin anahtaridir (Howe ve

Boothe 2001).

Stich ve ark. (1998) ve Kontas ve ark. (2006) babesiosisli sigirlarda yaptiklari
calismada, plazma nitrik oksit diizeyinin akut enfeksiyonda arttigini bildirmislerdir.
Malarya enfeksiyonunda (Gottstein ve Bettens 1994) ve T. annulata enfeksiyonunda
(Ayerdem ve ark. 2006) nitrik oksit (NO) diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Hiicrede olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROS), "antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca
"antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Ancak bazen hiicresel
savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusabilir. Organizmada Hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) meydana gelmesi oksidatif

stres olarak tanimlanir.
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2.3. Is1 Sok Proteinleri

Stres proteinleri olarak da isimlendirilen 1s1 sok proteinler, biitiin canlilarda ve
hiicrelerde bulunan bir grup proteindir. Yiiksek sicaklik, soguk, oksidasyon ve toksik
bilesenlerin parcalanmasi gibi pek ¢ok stres faktorleri biitiin hiicrelerde cevap olarak 1s1 sok

proteinlerinin sentezine neden olur (Clark 2000; Moseley 2000).

Molekiiler saperonlar olarak da adlandirilan stres proteinleri, herhangi bir stres
uyaraninin  olmadigi durumlarda sinyal iletimi ve proteinlerin hedef bdlgelere
ulastirilmalarindan sorumludur. Ancak hiicre stres altinda oldugunda koruyucu islevlerine
duyulan gereksinim artar. Biitiin Hsp’ler geri doniisiimsiiz olarak denatiire olmus

proteinlerin temizlenmelerini saglayarak, makromolekiilleri stabilize ederler (Locke 1997).

Stres kosullarinda hiicrede ATP seviyesi hizla diiser ve proteinlerin korunmasinda
ilk olarak ATP’den bagimsiz olarak rol oynayan Hsp27 ve B-kristallin gibi kiiciik
molekiiler agirhiga sahip saperonlar proteinlerin korunmasinda gorev alir. Daha sonra hiicre
enerji bakimindan toparlandiginda ATP’ye bagimli Hsp70 gibi biiyiik molekiiler agirliga

sahip stres proteinleri devreye girer (Jaattela 1999).

2.3.1. Is1 sok proteinleri cesitleri

Is1 sok proteinler molekiil agirliklari, yapilar1 ve fonksiyonlarma gére 5 sinifa
ayrilirlar. Bunlar Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70, Hsp 60 ve kii¢iik 1s1 sok proteinleridir. Hsp10,
Hsp60 ve Hsp75 hiicrede mitokondride, diger Hsp gruplar1 fizyolojik kosullarda
sitoplazma ve ¢ekirdekte lokalizedir (Henle 1998).
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Cizelge.1. Hsp cesitleri (Jaattela 1999; Pockley 2001; Kappe 2003)

Hsp Cesitleri

Hiicresel yerlesim

Gorevleri

Proteinlerin yeniden diizenlenmesi,

Niikleus Mayalarda sicaklik toleransinin kazanilmasi
Hsp100 Sitoplazma Prion ¢ogalmasi
Yeni toplanan proteinleri kurtarma
Proteinlere baglanarak onlarin aktivasyonunu
Sitoplazma ve katlanmasi
Hsp 90 Endoplazmik Geri katlanan peptidlerin  kiimelesmesinin
retikulum onlenmesi
Hsfl (Ist sok faktor-1)’in fizyolojik kosullarda
durumunun dengelenmesi
Stres altinda proteinlerin korunmasi
Sitoplazma Katlanmamis proteinlerin ~ kiimelegsmesinin
Niikleus onlenmesi
Hsp 70 Endoplazmik Katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinler
retikulum arasindaki dengenin saglanmasi
Mitokondri Polipeptitlerin birbirine baglanmasi
Hsf’nin aktivitelerinin diizenlenmesi ve 1s1 sok
proteinlerin transkripsiyonunun kontrolii
Hsp 60 Mitokondri Hsp 70 ile birlikte proteinin dogal
Sitoplazma katlanmasina aracilik yapar.
Yapisal olarak bozulmus proteinlerin ATP’den
bagimsiz olarak korunmasi
Kiigiik 151 sok Memeli hiicrelerinde, sadece strese Kkarsi
proteinleri

korunmada degil, ayn1 zamanda diger hiicre

fonksiyonlarinin ~ diizenlenmesinde  gorev

alirlar.
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2.3.2. Is1 Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler

Yiiksek sicaklik, agir metal gegisleri, enerji metabolizmasi inhibitorleri,
kemoterapoétik ajanlar gibi ¢evresel faktorler; ates, yangi, iskemi, hipertrofi, hiicresel hasar,
malignensi gibi hastalik durumlar1 ve normal hiicre dongiisii, biiylime faktorii, gelisme ve
farklilagsma gibi hiicre etkilesimleri 1s1 sok proteinlerinin artisina neden olur (Anonim

2000).
2.3.3. Is1 Sok Proteinlerinin Onemi

Proteinler asir1 1stya maruz kaldiginda; amino-asitlerin baglar1 kopmaya baslar. Bu
proteinler igte karst karstya geldigi proteinlere yapisabilir ve kiimeler meydana getirebilir.
Bu da onlar1 fonksiyon dis1 yapabilir. Is1 sok proteinleri denatiire proteinleri tutarak
toplanmalarmi engeller. Ozellikle Hsp104 gibi bazi 1s1 sok proteinleri yeni toplanan
proteinleri kurtarma yetenegine sahiptir (Anonim 2006). Hsp 27’ nin pek ¢ok fonksiyonu
vardir. Redoks durumundaki hiicrelerde glutatyon diizeyini artirir. Hsp 27 nin diger Hsp’
lerden farki ATP’ den bagimsiz caligmasidir. Ayrica bagli proteinlerin agregasyonlarinin
korunmasinda gorev alir. Son yillarda hiicreleri apoptosisten koruduguna dair bulgular

vardir (Rogelle 1999).
2.3.4. Is1 sok proteinleri ve Bagisikhik

Hiicre disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona kars1 bagisiklik sistemini uyarmak
icin ¢ok giiclii tehlike sinyali génderirler (Pocley 2001). Pek ¢ok patolojik ajanin konakta
immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdir. Stres proteinlerine karsi gelisen
immiin cevaplar ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karsi da (anti-self)
reaksiyon olugmasina neden olabilmektedir. Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya herhangi
bir sekilde strese maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak igin, kendi stres proteinlerine
kars1 immiin cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste
bu yeteneklerin diizenlenmesindeki bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol acabilir.
Stres proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen sunulmasinda da 6nemli
rol oynarlar (Laad ve ark. 1999). Hsp 27 ekpresyonu 1s1 soku, oksidatif stres, IL-1, TNF

alfa, kemoterapik ajanlar ve kadmiyum gibi cesitli stres faktdrlerine cevap olarak
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trankripsiyon ve translasyon asamasinda diizenlenir. Hsp 27 redoks durumundaki

hiicrelerde glutatyon diizeyini artirir (Rogelle 1999).
2.3.5. Is1 sok proteinlerin Anaplasmosisteki rolii

Yapilan litaratiir taramalarinda A.marginale enfeksiyonunda 1s1 sok protein
diizeyleri hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanamamasina ragmen malarya,
tripanozomiasis, schistosomiasis, theileriosis, babesiosiste hastalik etkeninde Hsp 70
diizeyinin arttig1 belirlenmistir (Mason ve ark. 1989; Carcy ve ark. 1991). Cogu yangisal
hastalikta goriilen yiiksek ates, yangi ve oksidatif strese bagl hiicresel hasar durumlarinda
1s1 sok proteinlerinin ekpresyonu artar (Anonim 2006). Parazitin Hsp diizeyinin artist

konakta parazite karsi bagisikligi uyarmaktadir (Carcy ve ark. 1991).
2.4. Sitokinler

Sitokinler molekiil agirligt 8-40.000 Da arasinda degisen kiigiik proteinlerdir.
Hiicresel kaynaklarini belirtmek i¢in lenfokinler veya monokinler olarak da
isimlendirilirler. Endotel hiicreleri ve fibroblastlardan kdken alirlar. Bu hormon benzeri

peptitler ya lokal olarak, ya da kan dolagimina girerek uzak dokularda etki gosterirler.

Sitokinler birincil olarak enfeksiyon ve hastaliklara karsi konak savunmasinda
gorev alirlar. Kan parazitlerine karsi konak savunmasinda onemli olmalarima ragmen
dengesiz ve agsir1 liretimleri konak i¢in zararhdir. Sok, doku hasari, agirlik kayb1 gibi klinik

belirtilere sebep olurlar (Dinerallo 2000).

Interlokin (IL) adi ile 18 tane sitokin bulunur. Sitokinlerin bazilar1 yanginin
ilerlemesine sebep olduklari i¢in, yangi oncesi sitokinler olarak adlandirilir. Bazilar ise,
yang1 oncesi sitokinlerin aktivitelerini baskilarlar, bunlara da anti-inflamatuvar sitokinler
denilir. Ornegin, IL-4, IL-10 ve IL-13 B-lenfositlerin esas aktivatorleridir ve anti-
inflamatuvar sitokinlerdir. IL-1, TNF ve kemokinler gibi yangi oncesi sitokinleri kodlayan
genleri baskilama yetenegine sahiptirler. interferon-gama (IFN-y) ise antiviral aktiviteye
sahip bir sitokindir. Yang1 6ncesi sitokin olduguna inanilir, ¢iinkii TNF aktivitesini arttirip,

nitrik oksit sentezini uyarir (Dinerallo 2000).
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Cizelge.2. Interlokin cesitleri ve fonksiyonlar1 (Jaattela 1999; Pockley 2001; Kappe 2003)

Interlékinler Ana Kaynagi Birincil Gorevleri
IL-1 ave B Makrofajlar ve Monositler | inflammasyon,
Akut faz cevabi, Hematopoiezis
IL-2 Aktive olmus THI hiicreler | B ve T hiicrelerinin proliferasyonu
Natural Killer (NK) hiicreleri | NK fonksiyonlari
IL-3 Aktive olmus T hiicreleri | Hematopoietik progenitor hiicrelerin
biliylimesi
IL-4 TH2 ve mast hiicreleri B hiicre proliferasyonu,
Mast hiicresi ve eozinofillerin
biiyiimesi ve fonksiyonu,
Monokin iiretiminin inhibisyonu
IL-5 TH2 ve mast hiicreleri Eozinofillerin biiyiimesi ve
fonksiyonu
IL-6 Aktive olmus TH2 hiicreleri | Akut Faz Cevabiu,
B Hiicre Proliferasyonu,
Trombopoiezis,
IL-1 ve TNF-alfa ile T lenfositler
tizerine sinerjik etki
IL-8 Makrofajlar ve diger somatik | Notrofiller ve T lenfositler igin
hiicreler kemoatraktan etki
IL-9 T lenfositler Hematopoietik etki
IL-10 Aktive olmus TH2 hiicreleri, | Sitokin {iretimini inhibe etmek,
CD8+ T ve B lenfositler, B hiicrelerinin proliferasyonuna ve
Makrofajlar antikor iiretimine yardimci olmak
IL-11 Stromal hiicreler Hematopoietik ve trombopoietik etki
IL-12 B lenfositler ve makrofajlar | IFN-y {iretimi,
NK hiicrelerinin proliferasyonu,
Hiicresel immun cevabin gelistirilmesi
IL-13 TH2 hiicreleri IL-4 gibi etki eder

19




2.4.1. Interlokin 6 (IL-6)

IL-6 molekiil agirlig: 20 ila 29 kDa arasinda degisen, 4 alfa helikal uzun-zincire sahip
olan  pleiotropik bir sitokindir (Burtis ve Ashwood 1999). T ve B lenfositler,
monosit/makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, mast hiicreleri, néron
hiicreleri, astrositler, osteoblastlar, epidermal langerhans hiicreleri, dentritik hiicreler ve
keratinositleri i¢ine alan ¢ok yaygin bir hiicre grubu tarafindan sentez edilirler (Naka ve

ark. 2002; Kishimoto ve ark. 1995).

IL-6, ¢cok degisik biyolojik etkileri olan bir immun sistem medyatoriidiir. Bakteriyel
toksinler ve bakteri orjinli metalloproteinazlar IL-6’ nin aktive olmus nétrofil ve
monositlerden salinimini uyarirlar. IL-6 konak savunmasinda pekg¢ok fonksiyona aracilik
eder. T lenfositleri aktive ederken, B lenfositleri i¢in de bir farklilasma faktorii olarak rol
oynar. Kazanilmis immiinitede B hiicrelerinden antikor iiretimini uyarir. IL-2 varliginda
T hiicrelerinin sitotoksik T hiicrelerine farklilasmasini ve timositlerin proliferasyonunu
uyarir. Ayrica aktive olmus makrofajlarin ve lenfositlerin etkilerini diizenler (Ohno ve
ark. 1993; Rader 2000). IL-6 akut faz cevabi i¢in merkezi bir uyarandir, hepatositlerde
akut faz cevabin artmasinda rol oynar. Bu etkisini C-reaktif protein (CRP), haptoglobin,
fibrinojen ve proteaz inhibitorleri gibi akut faz proteinlerinin iiretimini arttirarak
gergeklestirir. IL-6, CRP’nin karacigerde tiretiminde primer belirleyicidir (Daftarian ve

ark. 1996; Rader 2000).

IL-6 endotel hiicrelerinde IL-1 ve TNF-a’1n sekresyonunu arttirirken, IL-1 ve TNF-a
ise IL-6 sekresyonunu arttirmaktadir. Ayrica IL-6 T lenfositlerinde IL-10 iiretimi uyarir.
IL-10 ise posttranskripsiyonel mekanizma ile IL-6’nin sentez ve sekresyonunu baskilar
(Daftarian ve ark. 1996). Bu nedenle IL-6 dogal ve kazanilmis immiinitede rol

oynamaktadir (Burtis ve Ashwood 1999).

Artmis serum IL-6 diizeyleri sepsis, otoimmun hastaliklar, lenfomalar, enfeksiyon ve
transplant reddi gibi durumlarda gozlenir (Ohno ve ark. 1993; Rader 2000). Ayrica bir¢ok
hiicre tipi i¢in otokrin bir biiyiime faktorii oldugundan dolayr bunun yiiksek iiretimi;
multiple miyeloma, uterus- serviks kanserleri gibi bir ¢ok malignensi ile birliktelik
gostermektedir (Ikeda ve ark. 2002). Adezyon molekiillerinin uyarilmasi ve yangiya bagh

hasarda olas1 rolii olmas1 nedeni ile aterogenez ve vaskiiler inflamasyonun gelisiminde
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iliskisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Ohno ve ark. 1993; Rader2000). IL-6 diizeyinin lipid
peroksidasyonu ve yangi ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (Morohoshi ve ark. 1995).

Cizelge.3. IL- 6’'nin hiicresel kaynaklar1 ve etkiledigi hiicreler (Burtis ve Ashwood,

1999)
Hiicresel kaynak Etkiledigi hiicre
e T lenfositler e T lenfositler
e B lenfositler e B lenfositler
e Monositler e Hepatositler
e APCler e Endotelyal hiicreler
e Endotel hiicreler e Kreatinositler
e Epitelyal hiicreler e Hematopoitik hiicreler
e Fibroblastlar e Plazma hiicreleri
e Mast hiicreleri

2.4.2. Interlokin-10 (IL-10)

IL-10, 34-40 kDa agirhiginda 160 aminoasitten olusan protein yapisinda bir
molekiildiir ve 18 kDa agirligindaki 4 alt iinitelerden meydana gelir. Ug boyutlu yapisi
halen bilinmemektedir (Burtis ve Ashwood 1999). IL-10’nun sentezinden sorumlu olan
IL-10 geni, 1. kromozom (1q31-32) iizerinde bulunur ve 4.89 kb uzunlugundadir. 5
ekzondan olusur. IL-10 T ve B lenfositler, makrofajlar, keratinositler gibi birgok hiicre

tarafindan tretilir (Callard ve Gearing 1994).

IL-10’un tretimi T lenfositlerde IL-12 ve IL-6 tarafindan, monositlerde ise TNF-o
tarafindan arttirilir. Lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan uyarilan monositlerde yangi
oncesi sitokin olan TNF-o’ nin {iretimi ile anti-inflamatuar etkiye sahip olan IL-10 salinimi
da gergeklesir. IL-10, Tip II sitokin reseptoriine baglanmaktadir. Makrofajlarin IL-1, IL-6,
IL-8, IL-12 ve TNF- a salgilamasini ve T lenfositlerin IFN-a salgilamasini baskilar. Bunu
TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin sentezini transkripsiyonel (TNF- a ve IL-1) ve
posttranskripsiyonel (IL-1 ve IL-6) diizeyde baskilayarak gergeklestirir (Baumann ve ark.
1996; Jeannin ve ark. 1998).
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Inhibitory effects of IL-10
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Sekil 2.6. IL-10’un inhibe ettigi molekiiller

IL-10, Th2 lenfositleri tarafindan {iretilen sitokinleri inhibe etmesinden dolayi,
alerjik reaksiyonlarin siddetinin azalmasina neden olur (Burtis ve Ashwood 1999). Birgok
calismada kortikosteroid tedavinin IL-10 diizeylerini arttirarak alerjik reaksiyonu
baskiladig1 saptanmustir. In-vitro olarak IL-4 ve IL-10 varhiginda IgE diizeyinin azaldig

saptanmustir (Jeannin ve ark. 1998).

Pleiotropik bir etkiye sahip olan IL-10 bazi1 6zel immiin reaksiyonlarin kontroliinde
ve hiicre aracili immiin cevabin engellenmesinde rol oynamaktadir. IL-10 genel yangi
Oncesi sitokinleri ve akut faz cevabini inhibe ederken, B hiicrelerinin plazmositlere
dontlisiimiine neden olmaktadir (Male ve ark. 1996). Ayrica makrofajlarda NOS’ un
uyarilmasmi da azaltir. IL-10, IL-4 ve IL-13 ile birlikte fibrinojen biyosentezini
baskilayarak koruyucu bir vaskiiler etki saglar. IL-2 ve IL-3 bagmimli T lenfosit

proliferasyonunu arttirarak, lokal birikimini saglar (Mallat ve ark. 1999).
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Cizelge 4. IL-10’nun hiicresel kaynaklar1 ve etkiledigi hiicreler (Burtis ve Ashwood,
1999)

Hiicresel kaynak Hedef hiicre
e T lenfositler e T lenfositler
e B lenfositler e B lenfositler
e Makrofajlar e NK hiicreler
o Kreatiositler e Monositler
e Mast hiicreleri

2.4.2.1. IL-10°nun Etki Mekanizmasi

IL-10 molekiilii reseptorii olan IL-10R reseptoriine baglanarak aktivitesini gosterir.
IL-10R reseptorii JAK/STAT reseptor ailesine aittir. Fakat IL-10 tek basina bu anti-
inflamatuar etkisini gosteremez. Bu etkisini gosterebilmesi i¢in oncelikle MAPK yolunu
kullanarak heme oxygenase (HO-1) enzimini lireten geni aktive etmesi gerekir. Bunun i¢in
IL-10 reseptoriine baglandiktan sonra JAK/STAT molekiilleri yardimiyla MAPK yoluna
girer ve sonra da P38 kinazlar yardimiyla HO-1 geninin transkripsiyonunu gerceklestirir.
Bu gen de HO-1 enzimini iireterek heme molekiiliiniin biliverdine doniisiimiinii katalizler.
Daha sonra biliverdin rediiktaz enziminin katalizorliiglinde bilirubine doniistiiriiliir.

Boylece anti-inflamatuar cevap olusur (Barrett 1996).

23



Sekil.2.7. IL-10’nun etki mekanizmas1 (Barrett 1996)

2.5.Amag

Bu c¢alismada anaplasmosisli sigirlarda oksidatif stres ve immun sistem
degisimlerinin 1s1 sok protein (Hsp-27), nitrik oksit (NO), interlokin- 6 (IL- 6) ve
interlokin-10 (IL-10) parametreleri ile ortaya konulmasi amaglanmigtir. Anaplasmosiste
oksidatif stres ve immun sistem degisimlerine yonelik sinirli sayida ¢alisma vardir. Ayrica
151 sok protein diizeyleri anaplasmosiste ilk kez belirlenecektir. Boylece bu calismadan elde
edilecek sonuglar ile ililkemizde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan bu hastaligin

prognozu agisindan yeni bilgiler ortaya konulacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1.Gereg

Bu c¢alisma i¢in gerekli kan ornekleri, 2006-2007 yillarina ait yaz dénemlerinde
MKU Veteriner Fakiiltesi Klinigine gelen 1-3 yas arasinda 15 saglikli ve 15 anaplasmosisli
sigirlardan saglanmistir. Kontrol ve hasta gruplarinin belirlenmesi, hastaligin klinik

belirtileri ve giemsa boyal1 perifer kan frotileri yardimiyla yapilmistir.

Sigirlarin Vena jugularisinden teknigine uygun olarak heparinli tiiplere ve serum
tiiplerine 10 ml kan alinmis, serum ve plazmalar1 ¢ikarilarak MDA analizleri yapildiktan
sonra, diger analizler i¢in —20 °C’de saklanmistir. Hayvanlarin kuyruk uclarindan alinan
kanlardan frotiler hazirlanmis ve Giemsa ile boyanmistir. Frotilerde piroplasmik formlar

arastirilmustir.

Arastrmada MDA ve NO diizeylerinin belirlenmesinde spektrofotometrik
yontemler kullanildi. Hsp-27, IL-6 ve IL-10 diizeylerinin belirlenmesinde ise ticari ELISA
kitleri kullanildu.

3.2. Protozoolojik ve Biyokimyasal analizler
3.2.1. Kan frotisinin hazirlanmasi ve boyanmasi

Sigirlarin kuyruk uglarindan hazirlanan siirme kan frotileri laboratuara getirildikten
sonra alkol ile 5 dk. tespit edildi ve kurutuldu. Bu islemi takiben %5 Giemsa solusyonu
(pH: 7,2) ile 45 dk. boyandi. Preparatlar kurutulduktan sonra x100 biiyiitmede bakilarak
etken teshisi yapildi.

3.2.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Kan plazma o6rneklerinde MDA tayini Yoshoiko ve ark. (1979) tarafindan modifiye
edilen yontemle spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yontem lipid peroksidasyonunun
aldehit iiriinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbiitirik asidin (TBA, Merck) reaksiyonu
temeline dayanmaktadir. MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu

¢oOzeltinin absorbansinin 535 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii (UV mini-1240 Shimadzu)
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ile lipid peroksidasyonunun derecesi saptanmaktadir. Elde edilen sonuglar pmol/ L

cinsinden verildi.
3.2.3. Nitrik oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirleri medium NO 6lgiimiinde bu molekiiliin yar1 dmriiniin ¢cok kisa
olmasi nedeni ile NO diizeyi gostergesi olan nitrit (NO;") ve nitrat (NO;3") diizeylerinin
saptanmastyla hesaplanmaktadir. Bu amagla Griess metodu (Cortas ve Wakid 1990)
kullanildi. Total NO miktar1, aktiflestirilmis kadmiyum graniillerinin nitrat1 nitrite
doniistiirmesinden sonra spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda olciilerek bulundu.

Elde edilen veriler pmol/L cinsinden verildi.
3.2.4. Plazma HSP-27 Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma Hsp-27 diizeyi ticari kit (Catalog No: KHO00331, Biosource, USA)
kullanilarak ELISA (Enzim bagli immiin assay) yontemi ile belirlendi. ELISA pleytinde
Hsp-27’ye spesifik poliklonal antikorlarla kapli kuyucuklara konsantrasyonu bilinen HSP-
27 standartlart ve plazma Ornekleri konuldu. Birinci inkiibasyon siiresince Hsp-27
antijenleri ve Hsp-27’ye spesifik tavsan poliklonal antikorlar es zamanli olarak inkiibe
edilip ilk yikamadan sonra anti-rabbit IgG-HRP enzimi eklendi. Baglanmayan enzim ikinci
inkiibasyon ve yikamadan sonra ayristirildi. Daha sonra, substrat solusyonu renk
reaksiyonu olusturmak i¢in eklendi. Hsp-27 bulunan 6rneklerde yogunluga bagli olarak
renk degisimi gdzlendi. Ornekler ELISA okuyucusunda (uQuant-Bio-Tek Instruments) 450
nm dalga boyunda okundu, standart yardimiyla hesaplama yapilip sonuglar ng/ml

cinsinden verildi.
3.2.5 Serum IL-6 Diizeyinin Belirlenmesi

Serum Interldkin-6 (IL-6) diizeyi DRG IL-6 Enzim Immunoassay Test Kiti
(Catalog No0:0979, Almanya) ile olgiildii. ELISA pletlerinde insan IL-6’ya spesifik
poliklonal antikorlarla kapli kuyucuklara konsantrasyonu bilinen IL-6 standartlar1 ve
plazma ornekleri konuldu. Birinci inkiibasyondan sonra, pleyt yikanarak, poliklonal IL-6
antikoru (biyotin konjugat) eklendi. ikinci inkiibasyondan sonra baglanmayan biyotin

konjugatlar yikama ile uzaklastirildi. Yikamadan sonra enzim ile isaretli goat-antirabbit-
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IgG (Streptavidin-HRP) eklendi. Baglanmayan enzim de inkiibasyon ve yikamadan sonra
ayristirildi. Daha sonra, substrat solusyonu renk reaksiyonu olusturmak icin eklendi. IL-6
bulunan 6rneklerde yogunluga bagh olarak renk degisimi gozlendi. Ornekler ELISA
okuyucusunda (pQuant-Bio-Tek Instruments) 450 nm dalga boyunda okundu, standart

yardimiyla hesaplama yapilip sonuglar pg/ml cinsinden verildi.
3.2.6 Serum IL-10 Diizeyinin Belirlenmesi

Serum Interlokin-10 (IL-10) diizeyi domuz DRG IL-10 Enzim Immunoassay Test
Kiti (Catalog No:3184, Almanya) ile olgiildii. ELISA pleytlerinde IL-10’a spesifik
poliklonal antikorlarla kapli kuyucuklara konsantrasyonu bilinen IL-10 standartlar1 ve
serum Ornekleri konuldu. Birinci inkiibasyondan sonra, pleyt yikanarak, biyotin konjugat
eklendi. Ikinci inkiibasyondan sonra baglanmayan biyotin konjugatlar yikama ile
uzaklastirildi. Yikamadan sonra streptavidin- HRP enzimi eklendi. Baglanmayan enzim de
inklibasyon ve yikamadan sonra ayristirildi. Daha sonra, substrat solusyonu renk
reaksiyonu olusturmak i¢in eklendi. IL-10 bulunan 6rneklerde yogunluga bagl olarak renk
degisimi gdzlendi. Ornekler ELISA okuyucusunda (pQuant-Bio-Tek Instruments) 450 nm
dalga boyunda okundu, standart yardimiyla hesaplama yapilip sonuglar pg/ml cinsinden

verildi.
3.2.7. istatistiksel Analizler

Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde ‘SPSS 11.0 for windows’ paket programi
kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farklar student t test kullanilarak degerlendirildi.
Elde edilen sonuglar X £ S.E. olarak verildi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak énemli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Anaplasmosisli sigirlarin akut enfeksiyonunda (hasta grubu) ve kontrol grubunda
MDA, NO, HSP-27, IL-6 ve IL-10 diizeyleri Cizelge 5 ’te verilmistir. Buna gore
anaplasmosisli sigirlarda ve kontrol grubunda MDA kan plazma diizeyi, kontrol grubu
sigirlarda ortalama 15.23 pumol/L olarak Oolgiiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 38.10
pmol/L olarak o6l¢iilmiistiir. Anaplasmosisli sigirlarin plazma MDA diizeyi, kontrol
grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0.001 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur
(Cizelge 5, Sekil 4.1).

45

38,1

40 -
35
30 -

25 @ Kontrol grubu

20 - 15,23 m Hasta grubu

MDA (umol/L)

15
10

Sekil 4.1. Anaplasmosisli sigirlarda (Hasta grubu) ve kontrol grubu plazma MDA
diizeyleri

Anaplasmosisli sigirlarin NO diizeyi kontrol grubu sigirlarda ortalama 21.21
umol/L olarak ol¢iiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 42.56 pumol/L olarak Olgiilmiistiir.
Anaplasmosisli sigirlarin plazma NO diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik

olarak p<0.001 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 5, Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Anaplasmosisli sigirlarda ( Hasta grubu) ve kontrol grubu plazma NO diizeyleri

Cizelge 5. Kontrol grubu ve hasta grubu (Anaplasmosisli sigirlar)’nun MDA, NO, HSP-27,
IL-6 ve IL-10 diizeyleri

Testler Kontrol grubu Hasta grubu
n=15 n=15

MDA (pmol/L) 1523 +2.33 38,10 £2,71"

NO (pg/ml) 21.21+3.52 42,56 +4.19"

HSP-27 (ng/ml) 3.38 +0.35 412+0.17°

IL-6 (pg/ml) 18.42 +2.11 31.49 + 5.88"

IL-10 (pg/ml) 1225+ 1.13 10.71 +1.19

Kontrol grubu ile hasta grubu arasinda * p<0.001, ' p<0.01 ve " p<0.05 derecesinde

onemlilik oldugunu gostermektedir.

Kan plazma Hsp-27 diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 3.38 ng/ml olarak
oOl¢iiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 4.12 ng/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Sigirlarin kan plazma
Hsp-27 diizeyi anaplasmosisli sigirlarda kontrol grubundan, istatistiksel olarak p<0.01

onem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 5, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Anaplasmosisli sigirlarda ( Hasta grubu) ve kontrol grubu plazma HSP- 27
diizeyleri

Serum IL-6 aktivitesi ise, kontrol grubu sigirlarda ortalama 18.42 pg/ml olarak
Olciiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 31.49 pg/ml olarak oOlgiilmiistiir. Anaplasmosis’li
sigirlarin serum IL-6 aktivitesi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0.001

onem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 5, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Anaplasmosisli sigirlarda (Hasta grubu) ve kontrol grubu serum IL-6 diizeyleri
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Serum IL-10 aktivitesi ise, kontrol grubu sigirlarda 12.25 pg/ml olarak olgiiliirken, hasta
grubunda ise 10.71 olarak oOl¢iilmiistiir. Kontrol grubu ve anaplasmosisli sigirlarin 1L-10

diizeyleri arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir fark bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Kan parazit hastaliklar1 sigirlarda siklikla goriilmekte olup, Tiirkiye’de de oldukca
yaygindir (Keles 2001). Bu hastaliklardan tropikal theileriosis en yaygin goriilen kan
paraziti hastaligidir. Babesiosis ve anaplasmosis ise  diger Onemli kan paraziti
hastaliklarindandir. Anaplasmosis Tiirkiye’ de her bolgede goriilmektedir (Birdane ve ark.

2006).

Organizmada akut faz cevabi ve yangi sirasinda reaktif oksijen iriinlerinin olusumu
artar. Buna bagl olarak lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres meydana gelir (Arslan ve
ark. 2008). Lipid peroksidasyonu, olusan serbest radikallerin ve son firiinler olan
aldehitlerin sitotoksik etkileri sonucu farkli yollarla hiicre hasarmma neden olmaktadir.
Bununla birlikte, son {iriinlerden olan aldehit yapili bilesiklerin uzun siireli etki
gosterebilmesi ve zarlart gecebilmesi nedeniyle, lipid peroksidasyonunun hedef
organlardaki etkilerinden sorumludur (Yagi 1987). Malondialdehit (MDA), lipid
peroksitlerinin parcalanmasi sonucu olusan aldehit yapili bilesiklerden birisidir (Slater

1984; Yagi 1987).

Literatiir taramalarinda anaplasmosiste MDA diizeyleri ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Kan paraziti hastaliklarindan olan tropical theileriosisde (May
ve ark. 1998; Grewall ve ark. 2005), malaryada (Das ve ark. 1990) MDA diizeyinin arti81
belirlenmigtir. Bu calismada anaplasmosisli sigirlarda MDA diizeyleri kontrol grubuna
gore daha yiliksek bulunmustur. Anaplasmosisli sigirlarda goriilen bu artisin sebebi,
parazitemiye bagli olarak goriilen eritrosit parcalanmasi ve anemi olugmasi sonucu, lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stres hasarinin meydana gelmesi olabilir. Yani artan MDA

konsantrasyonu, anaplasmosisli sigirlarda oksidatif stresin belirtisi olabilir.

Stres proteinleri olarak da isimlendirilen 1s1 sok proteinler, biitlin canlilarda ve
hiicrelerde bulunan bir grup proteindir. Cesitli stres faktorleri altinda, hiicrede bu
proteinlerin sentezi artar (Moseley 2000). Kan paraziti hastaliklar1 gibi ¢ogu yangisal
hastalikta goriilen yiiksek ates, yangi ve hiicresel hasar durumlar1 stres proteinlerinin
ekspresyonuna sebep olur (Anonim 2006). Yapilan litaratiir taramalarinda A.marginale

enfeksiyonunda 1s1 sok protein diizeyleri hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanamamasina
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ragmen malarya, tripanozomiasis, schistosomiasis, theileriosis, babesiosiste hastalik
etkeninde Hsp 70 diizeyinin arttig1 belirlenmistir (Mason ve ark. 1989; Carcy ve ark.
1991). Zhang ve ark. (1999), Plasmodium yoelii etkeninde Hsp 65 diizeyinin enfeksiyon
sirasinda arttigini bildirmislerdir. Fakruddin ve ark. (2000), Plasmodium vivax ile enfekte

insanlarda yaptiklar1 calismada Hsp diizeyinin arttigini bildirmislerdir

Anaplasmosis ile enfekte sigirlarda Hsp 27 diizeyleri belirlenmemis olmasina
ragmen, vaskiiler hastaliklar, hipertermi, apoptozis ve g¢esitli kanser hastaliklarinda Hsp 27
tiretiminin arttig1 belirlenmistir (Ciocca ve ark. 1993). Oksidatif stres esnasinda Hsp 27 nin
hiicre i¢i ekspresyonu artar ve fosforile olur. Artan Hsp 27 ekspresyonu hiicre i¢i demir
icerigini diisiirlir ve buna bagl olarak hidroksil radikallerinin ve okside proteinlerin
olusumunu azaltir. Bdylece TNF-a aracili lipid peroksidasyonu ve ROS miktarindaki
artisa bagl olarak gelisen cesitli negatif etkiler (ates, yangi vs.) kiiciik Hsp’ler tarafindan
inhibe edilir. Ayrica Hsp 27 hiicre i¢i glutatyon seviyesini de arttirir (Ferns ve ark 2006).

Bu calismada kan plazma Hsp 27 diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama
3.38ng/ml olarak oOlgiiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 4.12 ng/ml olarak OSlgiilmiistiir.
Sigirlarin kan plazma Hsp 27 diizeyi anaplasmosisli siirlarda kontrol grubundan,
istatistiksel olarak p<0.01 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 5, Sekil 4.2).
Calismada Hsp 27 seviyesinin hasta grubunda artmasinin sebebi, konak immun sisteminin
parazit Hsp’ leri tarafindan uyarilmasi ile TNF- o saliniminin artmasi ve buna bagl olarak
meydana gelen yiiksek ates, yangi gibi stres faktorlerinin Hsp 27 ekspresyonunu arttirmast
olabilir. Ayrica hiicre i¢inde seviyesi artan Hsp 27 yang1 sirasinda olusan ROS’lara karsi
antioksidan gibi gbérev yapar. Bunu hiicre i¢i glutasyon seviyesini arttirip demir miktarini

azaltarak yerine getirir (Carcy ve ark. 1991).

Anaplasmosise kars1t bagisikligin meydana gelmesinde spesifik ve spesifik
olmayan mekanizmalar rol oynar. Spesifik olmayan immunitede aktif monositler ve
makrofajlar ile bunlarin {rlinleri olan sitokinler rol oynar (Goff ve ark. 2002).
Proinflamatuvar bir sitokin olan tiimor nekrozis faktor- o (TNF-a) parazitlere karst immun
cevabin olusmasinda ve diizenlenmesinde kritik rol oynar. Shoda ve ark. (2000) ve Goff ve
ark. (2002), TNF-a‘ nin makrofajlar1 aktive ederek, NO ve reaktif oksijen tiirleri ROS
salinimint uyardigini gdstermistir. Stich ve ark. (1998) ve Goff ve ark. (2002) babeosisli
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sigirlarda yaptiklar calismalarda, Gottstein ve Bettens (1994) malaryada, Ayerdem ve ark.
(2006) ise T. annulata enfeksiyonunda nitrik oksit (NO) diizeyinin arttig1 belirlemislerdir.

NO aktif makrofajlar tarafindan {iretilen ve patojen organizmalarin kontroliinde rol
oynayan bir molekiildiir. Anti-paraziter etki meydana getirdigi ortaya konmustur (Ayerdem

ve ark. 2006).

Bu ¢alismada anaplasmosisli sigirlarin NO diizeyi kontrol grubu sigirlarda ortalama
21.21 pmol/L olarak oOlgiliirken, anaplasmosisli sigirlarda 42.56 pmol/L olarak
Ol¢iilmiistiir. Anaplasmosisli sigirlarin plazma NO diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan
istatistik olarak p<0.001 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 5, Sekil 4.2).
Anaplasmosis’li sigirlarda kan serumu NO seviyelerindeki bu yiikselme, anaplasma
etkenlerinin si1gir makrofajlarinda NO iiretimini uyarmalar1 ve salinimini arttirmalarindan

kaynaklanabilir.

TNF-a ve NO ile birlikte, yangisal sitokinler de paraziter hastaliklara kars
bagisiklikta ve hastaligin patogenezinde Onemli rol oynarlar. Parazitler veya diger
enfeksiyon ajanlarina bagl olarak doku hasarinin meydana gelmesi sonucu non-spesifik bir
savunma reaksiyonu olan akut faz cevabi uyarilir. Akut faz cevabi, doku hasarinin oldugu
bolgede aktive edilmis lokositlerden salinan interlokin 1 (IL-1), interldkin 6 (IL-6) ve
TNF-a gibi proinflamatdr sitokinler tarafindan stimiile edilir. Bu sitokinler enfeksiyoz
hastaliklara ve yangiya karsi primer yaniti yonetir ve sistemik reaksiyonlar1 baglatir.
Karacigerde bu sitokinler akut faz proteini (AFP) olarak bilinen glikoproteinlerin iiretimini
ve plazma salinimini uyarirlar (Ulutag ve ark. 2008). IL-6 yang1 dncesi sitokindir ve akut
faz yanitinin esas uyaranidir. Hepatositlerde akut faz cevabin artmasinda rol oynar. Bu
etkisini C-reaktif protein (CRP), haptoglobin, fibrinojen ve proteaz inhibitorleri gibi akut
faz proteinlerinin iiretimini arttirarak gergeklestirir. Diger yangi oncesi sitokinlerle (TNF-a
ve IL-1) birlikte IL-6 seviyesinin artmasi akut enfeksiyonda klinik belirtilerin ortaya
¢ikmasina neden olur. Bu da eritrositlerin parcalanmasini arttirir ve fagositosizi uyarir. Ve
sonucunda anemi meydana gelir. Ayrica enfeksiyon sirasinda goriilen yiiksek atesten de
IL-6 sorumludur. Akut faz cevabma neden olan sitokinler karaciger albumin sentezi

tizerinde baskilayici etki gosterirler. Grab ve ark. (2007), Anaplasma phagocytophilum ile
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Lyke ve arkadaslar1 (2004), malarya enfeksiyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada IL-6

diizeyinin arttigini bildirmislerdir.

Bu caligmada IL-6 diizeyinin yiliksek bulunmasiin nedeni, anaplasma etkeni
tarafindan makrofajlarin uyarilmasi sonucu konak savunma sistemininde ve hastaligin
patogenezinde onemli rolii olan yangi oncesi sitokinlerin (TNF-o, IL-1, IL-6) sentezi ve

salinimi1 artmasi olabilir.

Lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan uyarilan monosit ve makrofajlarda yangi
oncesi sitokinler olan TNF-a, IL-6 ve IL-12 ’nin iiretimi ile anti-inflamatuar etkiye sahip
olan IL-10 sentezini arttirir. IL-10 hiicre aracili immiin cevabin engellenmesinde rol
oynamaktadir. Yangi oncesi sitokinleri ve akut faz cevabini inhibe ederken, B hiicrelerinin
plazmositlere doniisiimiine neden olur (Male ve ark. 1996). Ayrica makrofajlarda iNOS’un
uyarilmasini da azaltir. Brown ve ark. (1996), Babesia bovis ile enfeksiyonunda; Lyke ve
arkadaslar1 (2004), malarya enfeksiyonunda; Abbott ve ark. (2005) ise anaplasmosiste IL-

10 diizeyinin arttigin1 bildirmislerdir.

Bu calismada serum IL-10 aktivitesi ise, kontrol grubu sigirlarda 12.25 pg/ml
olarak oOlciiliirken, hasta grubunda ise 10.71 olarak Ol¢lilmiistiir. Kontrol grubu ve
anaplasmosisli sigirlarin 1L-10 diizeyleri arasinda istatistiksel ag¢idan Onemli bir fark
bulunamamistir. Dogal kazanilmis bagisiklikta rol oynayan IL-6 sentezi TNFa tarafindan
arttirllmaktadir. IL-6 da T lenfositlerinde IL-10 iiretimi uyarir (Daftarian ve ark. 1996). IL-
10 seviyesinin kontrol ve hasta grubunda degismemesi ve IL-6 diizeyinin hasta grubunda
artis gostermesi, hastaligin gelisme evresinin basinda oldugunu gosterebilir. Enfeksiyon
sirasinda IL-10 seviyesinin yiikselmemesi enfeksiyonun gelisme evresinin basinda

oldugunu heniiz IL-6’ nin IL-10 sentezini uyarmadig: diigiiniilmektedir.

35



6.SONUC

Anaplasmosis tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak goriilen ve kenelerle
nakledilen protozoer bir hastaliktir. Ozellikle kenelerin aktif oldugu Mayis-Eyliil aylari
arasinda goriilmektedir. Tedaviye cevap veren hayvanlarda et-siit veriminin diismesi,
tedavide kullanilan ilaclarin pahali olmasi nedeniyle hayvancilik sektoriinde dnemli yere

sahiptir.

Calismada anaplasmosisli hayvanlarda MDA, Hsp, NO ve IL-6 diizeyleri, kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur. IL-10 diizeyinde onemli bir farka rastlanmamistir.
Anaplasmosisli  sigirlarda MDA ve Hsp diizeylerindeki artisin  sebebi, sigirlarda
parazitemiye bagli olarak, eritrositlerin parcalanmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve
oksidatif stres hasarinin meydana gelmesi olabilir. Yani artan MDA konsantrasyonu,
anaplasmosisli sigirlarda oksidatif stresin belirtisidir. Hsp artis1, oksidatif strese karsilik
antioksidan savunmanin devreye girmesinin belirtisidir. IL-6’nin artig1 anaplasma etkeni
tarafindan makrofajlarin uyarilmasi sonucu konak savunma sistemininde ve hastaligin
patogenezinde onemli rolii olan yangi oncesi sitokinlerin (TNF-o, IL-1, IL-6) sentezi ve

salinimi1 artmasi olabilir.

Bu ¢alisma sonucunda MDA, NO, Hsp-27 ve IL-6’nin anaplasmosisin tanisi ve

prognozunun takip edilmesinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.
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