T.C.
MUSTAFA KEMALUNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOKIMYA (VET) ANABILIM DALI

OKSIDATIF STRESIN THEILERIOSISLI SIGIRLARA ETKIiSININ
PARAOKSONAZ AKTIVITESI, ISI SOK PROTEIN DUZEYI VE
LiPID PROFILIi iLE BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Vecihe TURUNC

Danisman

Yard. Dog. Dr. Tiinay KONTAS ASKAR

Bu tez, Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

BAP-07G0102 nolu proje olarak desteklenmistir.

HATAY-2008



T.C.
MUSTAFA KEMALUNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOKIMYA (VET) ANABILIM BALI

OKSIDATIF STRESIN THEILERIOSISLI SIGIRLARA ETKIiSININ
PARAOKSONAZ AKTIVITESI, ISI SOK PROTEIN DUZEYI VE
LiPiD PROFILIi iLE BELIRLENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Vecihe TURUNC

Bu tez isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 12/11/ 2008 giinii sozli olarak yapilan tez

savunma sinavinda oybirligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi: Jiiri bagkant: Yard. Dog. Dr. Tiinay KONTAS ASKAR
Uye: Dog. Dr. Suat ERDOGAN
Uye: Yard. Dog. Dr. Murat GUZEL

Bu tez, Enstitiimiiz Biyokimya (Vet) Anabilim Dalinda hazirlanmigtir.

Dog. Dr. Nizami Duran

Enstiti Midiira

II



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca beni yonlendiren ve her tiirlii yardimlarini esirgemeyen
danigman hocam Yard. Dog¢. Dr. Tiinay Kontag Askar ve Biyokimya Anabilimdali Baskani
Dog¢. Dr. Suat Erdogan’a, protozoolojik analizleri gerceklestirerek ¢alismamda yardimci
olan Dog. Dr. Galip Kaya’ya, desteklerinden dolay1 Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi’ne, laboratuar ¢aligmalarinda yardimlarmi esirgemeyen biitiin
arkadaglarima, tezin hazirlanmasi esnasinda ¢ektigim sikintilar1 benimle paylasan ve bana
her tiirlii destegini esirgemeyen sevgili esim Ilhan Turung’a, yiiksek lisans siiresi boyunca

zamanlarini ¢aldigim sevgili kizlarim Lina ve Rana’ya tesekkiir ederim.

II



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER
TABLOLAR
SIMGELER ve KISALTMALAR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Theileriosis
2.1.1. Theileria Tiirlerinin Genel Biyolojisi
2.1.2. Theileriosisin Klinik Belirtileri
2.1.3. Theileriosisin Patolojisi
2.1.4.TheileriosisteBiyokimyasal Caligmalar
2.1.5. Theileriosiste Bagisiklik
2.1.6 Theileriosisin Tanis1
2.16.1. Klinik Tan1
2.1.6.2. Mikroskobik Tani
2.1.6.3. Serolojik Tan1
2.1.7. Theileriosiste Korunma
2.1.7.1. Vektor Kenelerle Miicadele
2.1.7.2. Preimmiinizasyon Kazandirilmasi
2.1.7.3. Asilama
2.2. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Theileriosis
2.2.1. Serbest Radikaller
2.2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri
2.2.1.2. Oksidadif Stres ve Antioksidan Savunma
2.2.1.3. Theileriosiste Oksidatif Stres

1Y%

II
I1I
v

VI
VII
VIII

O O o0 0 0 0 N N N 9 N oAb W

—_— =
N OO



2.3. Is1 Sok Proteinleri
2.3.1. Is1 Sok Protein Cesitleri
2.3.1.1. Hsp 100
2.3.1.2. Hsp 90
2.3.1.3. Hsp 70
2.3.1.4. Hsp 60
2.3.1.5. Kiigiik Is1 Sok Proteinleri
2.3.2. Is1 Sok Proteinlerinin Gorevleri
2.3.2.1. Ist Sok Proteinlerinin Hiicre Dis1 Gorevleri
2.3.2.2. . Is1 Sok Proteinlerinin Hiicre I¢i Gorevleri
2.3.3. Is1 Sok Protein Gen Transkripsiyonu
2.3.4. Is1 Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler
2.3.5. Ist Sok Proteinlerinin Teshis Yontemleri
2.3.6. Is1 Sok Proteinleri ve Bagisiklik
2.3.7. Is1 Sok Proteinlerinin Oksidatif Stresteki Rolii
2.3.8. Is1 Sok Proteinlerinin Theileriosisteki Rolii
2.4. Paraoksonaz Enzimi
2.4.1. Paraoksonaz Enziminin Alt Birimleri
2.4.2. Paraoksonaz Enziminin Kimyasal Yapist
2.4.3. Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlar1
2.4.4. Theileriosis ve Paraoksonaz
2.5. Plazma Lipidleri ve Lipoproteinler
2.5.1. Trigliseridler
2.5.2. Kolesterol
2.5.3. Lipoproteinler
2.5.3.1. Silomikronlar
2.5.3.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein
2.5.3.3. Diislik Dansiteli Lipoprotein
2.5.3.4. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein
2.5.4. Lipid Profili ve Theileriosis

2.6. Amag

12
13

13

13

14
14
14
14
15

15

15

16
16
17
17
18

18
19
21

22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27

28



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.2. Protozoolojik ve Biyokimyasal Analizler
3.2.1. Kan Frotisinin Hazirlanmas1 ve Boyanmasi
3.2.2. Malondialdehit (MDA) Analizi
3.2.3. Bazal PON1 Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii
3.2.4. Total Kolesterol Analizi
3.2.5. Trigliserid Analizi
3.2.6. HDL Analizi
3.2.7. LDL Analizi
3.2.8. VLDL Analizi
3.2.9. Plazma HSP-27 Diizeyinin Belirlenmesi
3.2.10. Istatistiksel Analizler
4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUC
7. KAYNAKLAR
OZGECMIS

VI

29
29
29
29
29
30
30
31
31
31
31
32
32
33
38
44
45
52



SEKILLER Sayfa No

Sekil 2.1. Is1 sok proteinlerin gen transkripsiyonu 16
Sekil 2.2. PON-1 proteininin ii¢ boyutlu yapisi 20
Sekil 2.3. Insan Serum Paraoksanaz (PON 1) Enziminin Yapis1 21
Sekil 3.1. PON1 enzimin Paraoksonaz aktivitesi 30
Sekil 4.1. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda plazma MDA diizeyleri 33
Sekil 4.2. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda plazma HSP-27 diizeyleri 34
Sekil 4.3. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum PON diizeyleri 35
Sekil 4.4. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum trigliserit diizeyleri 35
Sekil 4.5. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum total kolesterol 36
diizeyleri

Sekil 4.6. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum VLDL diizeyleri E336
Sekil 4.7. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum LDL diizeyleri 37
Sekil 4.8. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda serum HDL diizeyleri 37

VII



TABLO LIiSTESI Sayfa No

Tablo 1. Kontrol grubu ve Theileriosisli sigirlarda MDA, Hsp-27, 33
PON ve lipid profili diizeyleri

VIII



SIMGELER VE KISALTMALAR

HSP: Is1 sok protein

LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein
HDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein
VLDL:  Cok disiik dansiteli lipoprotein

RES: Retikiilo endotelyal sistem
NK: Dogal 6ldiiriicti

IFN-y:  Interferon gama

NO: Nitrik oksit

TNF-a:  Tumor nekroz faktor-alfa
IFN- o:  Interferon alfa
MHC :  Biiyiik doku uyum kompleksi

IL-2: Interlkin -2

IFAT: Immuno florasan antikor testi

ELISA: Enzim bagimli Immuno Sorbent Assay
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RLB: Reverse Line Blotting
ROS: Reaktif oksijen radikali
MDA: Malondialdehit

SOD: Stiperoksit dismutaz
CAT: Katalaz
GPx: Glutasyon peroksidaz

HSF-1:  Is1sok faktor-1
kDA: Kilodalton
PON: Paraoksonaz

Cys: Sistein

DFP: Diizopropil florofosfat
TBARS: Tiyobarbitiirik asit tiirleri
IL-1: Interlokin-1

IL-6: Interl6kin-6

IDL: Orta dansiteli lipoprotein

TBA: Tiyobarbitiirik asit
NaOH:  Sodyum hidroksit

Mm: Milimolar
NaCl: Sodyum klortir
nm: Nanomolar

PEG: Polietilen glikol
HSDA: Dimetoksianilin

IX



OZET

Oksidatif Stresin Theileriosisli Sigirlara Etkisinin Paraoksonaz
Aktivitesi, Is1 Sok Protein Diizeyi ve Lipid Profili ile Belirlenmesi

Theileriosis, yaygin olarak goriilen ve biiylik ekonomik kayiplara neden olan bir
hastaliktir. Bu ¢aligmada; theileriosisli sigirlarda, akut donemde oksidatif stres etkisinin 1s1
sok protein diizeyleri, paraoksonaz aktivitesi ve lipid profili analizi (trigliserid, total
kolesterol, ¢ok diisiikk dansiteli lipoprotein, diisiik dansiteli lipoprotein, yiiksek dansiteli
lipoprotein ) ile ortaya konulmasi amaglanmistir. Aragtirma, 1-3 yas arasinda 15 saglikli ve
15 theileriosisli sigirda gergeklestirilmistir.

Theileriosisli sigirlarda plazma malondialdehit (p<0,001) ve 1s1 sok protein 27
(p<0,01) diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Serum paraoksonaz diizeyi
ise, kontrol grubuna gore diistik (p<0,001) bulunmustur. Yapilan lipid profili analizlerinde
ise, serum trigliserid (p<0,001) ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (p<0,01) diizeyleri,
theileriosisli sigirlarda yiliksek bulunurken, total kolesterol (p<0,001), diisiik dansiteli
lipoprotein  (p<0,001) ve yiiksek dansiteli lipoprotein (p<<0,001) diizeylerinin ise diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Artan enerji ihtiyacinin karsilanmasi i¢in yaglarin lipolizi ve karaciger hasarmnin
olugmasi gibi cesitli biyokimyasal degisimler nedeni ile plazma lipid profili theileriosisin
patogenezinde rol oynayabilir. Ayrica serum paraoksonaz aktivitesi ve 1s1 sok protein 27
diizeyinin  belirlenmesi, theileriosisde oksidatif stres etkisinin belirlenmesinde,

malondialdehid gibi yararl bir indikatdr olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Theileriosis, Sigir, Paraoksonaz, Is1 Sok Protein, Lipid

Profili.



ABSTRACT

The Determination of Oxidative Stress by Paraoksonase Activity, Heat
Shock Proteins and Lipid Profile Levels in Cattle with Theileriosis
Infection

In this study we aimed to define the effect of oxidative stress by determining the
changes in levels of heat shock protein, paraoxonase activity and lipid prophile
(triglycerides, total cholesterol, very low-density lipoprotein, low-density lipoprotein, high-
density lipoprotein) in cattles with acut Theileriosis. Fifteen healthy and 15 bovine infected
with theileriosis over 1-3 year old age were subjected in the present study.

Plasma malondialdehid (p<0,001) and heat shock protein 27 (p<0,01) levels were
determined to be significantly higher in cattles with theileriosis than the control group. On
the other hand, serum paraoxonase activityl was significantly lower than the control group.
According to lipid profile analyses, while serum trigliserid (p<0,001) and very low-
density lipoprotein, (p<0,01) levels were significantly highe in cattles with theileriosis,
serum total cholesterol (p<0,001), low-density lipoprotein (p<0,001) and high-density
lipoprotein (p<0,001) levels were found to be significantly lower than the control groups.

Plasma lipid profile could play a role in patogenesis of theileriosis because of the
biochemical changes, such as degeneration of liver and increased levels of lipolysis to
compansate the energy requirement which was increased due to theileriosis. In addition,
measuring the paraoxonase activity and heat shock protein 27 levels may be useful tools in

the determination of oxidative stress in acute theileriosis.

Key Words: Theileriosis, cattle, paraoxonase, heat shock protein, lipid profiles.
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1.GIRIS

Theleriosis sigirlarda tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak goriilen,
theileria soyuna bagl parazitler tarafindan olusturulan, vektdr keneler tarafindan
nakledilen protozoer bir hastaliktir (Brown 1989). Subtropikal iklim kusaginda bulunan
Tiirkiye ekonomisinde, hayvancilik ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir.

Tropikal theileriosis Tiirkiye’de bulunan paraziter hastaliklarin en yaygin olanidir ve
biitiin cografik bolgelerinde yetistirilen sigirlarda goriilmektedir. Diinya genelinde ise
tropikal theileriosis, 6zellikle Avrupa’nin giineyi, Kuzey Afrika, Ortadogu, Orta Asya ve
Hindistan, Rusya’nim giineyinde yaygin olarak goriiliir.

Theileria tiirlerinden Theileria annulata, dinyada c¢ok genis bir alanda 250
milyondan fazla sigir1 tehdit etmektedir. Genel olarak theileria enfeksiyonlarinin neden
oldugu oliimler, yavru atmalar, siitten kesilme, gen¢ hayvanlarda gelismenin yavaglamasi
ve yetigkinlerde et verimliliginde diisiis gibi kayiplarin ekonomik boyutlar1 ¢ok yiiksek
olmaktadir. Tropikal theileriosis’in bugiinkii ekonomik O6nemi, 6len her bir sigir i¢in
yaklagik 2500 YTL, iyilesen her bir sigir i¢in yaklagik 100 YTL sagaltim gideri ve 300
litre siit kaybina tekabiil eder.

Tropikal theileriosis; Tiirkiye’de Ozellikle damizlik amagh ithal edilen yiiksek
verimli siirlarda ve melezlerinde gelismekte ve yiiksek oranda Oliimlere neden
olmaktadir. Hastalikta 6lim orani yerli wklarda %350, kiiltiir ve melez wklarda ise
%100’lere ulagmaktadir.

Theileriosisli sigirlarda yapilan c¢aligmalarda serum AST, ALT, kreatin ve iire
diizeylerinin arttig1, biliriibin, total protein, albumin, kolesterol, glikoz, Fe, Ca ve P
diizeylerinin azaldig1 belirlenmistir (Kizil ve ark. 2007). Ekonomik 6nemi olmasi nedeni
ile theileriosisli sigirlarda hastaligim patogenezinin belirlenmesi ve tedavi sonrasi

prognozunun izlenebilmesi i¢in yeni biyokimyasal parametrelere ihtiya¢ vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Theileriosis

Theileriosis sigirlarda tropik ve subtropik bdlgelerde yaygin olarak goriilen,
vektor keneler tarafindan transstadial olarak nakledilen protozoer bir hastaliktir (Brown
1989). Theileriosise neden olan tiirler Protozoa alt aleminde, Apicomplexa kokiinde,
Sporozoa sifinda, Piroplasmida dizisinde Theileridae ailesinde yer alirlar (Karaer ve ark.
1997).

Sigirlarda theileriosis’e sebep olan Theileria tiirleri Theileria parva, Theileria
annulata, Theileria mutans, Theileria tourotragi, Theileria velifera, Theileria sergenti
olmak tizere 6 tiirii bulunmaktadir. Tropikal theileriosis, Theileria annulata’nin duyarlh
sigirlarda yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden, Hyalomma soyuna bagl kene tiirleri
tarafindan nakledilen lenfoproliferatif karakterli bir hastaligidir (Kizil ve ark. 2007). Bu
hastalik Kuzey Afrika, Giliney Avrupa, Hindistan, Cin ve Orta Asya ile Nil vadisi’'nden
Sudan’a kadar uzanan genis bir cografyada yaygmn olarak goriilmekte ve Hyalomma
soyuna bagli 15 kene tiirii tarafindan nakledilmektedir (Keles ve ark. 2001; C61 ve Uslu
2006).

Sigir theileriosisinin Tiirkiye’de yaygm oldugu bilinmekte ve sigir endiistrisi i¢in
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Hastalik 6zellikle verim oranmi yiiksek kiiltiir irklarinda
morbidite ve mortaliteye neden olarak biiyiilk ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Karagen¢g ve ark. 2005). Tirkiye’de hastalik Hyalomma analiticum, Hyalomma
excavatum, Hyalomma detritum ve Hyalomma marginatum tarafinda nakledilmektedir
(Keles ve ark. 2001).

Theileria etkenleri ilk kez 1897 yilinda Robert Koch tarafindan Dogu Afrika’da
sigirlarin kaninda eritrositler i¢inde goriilmiis ve bu parazitler ‘kiiciik piroplazma’ olarak
isimlendirilmistir. 1904 yilinda ise Dogu Sahil hummasi etkenine Theiler tarafindan
Piroplazma parvum adi verilmistir. Ayni yil Kafkasya’da Dschunkowsky ve Luhs
sigirlarda Olimle seyreden bir hastalik tespit etmis ve “Tropikal piroplazmosis” adini
verdikleri hastalik etkenlerinin, eritrositler i¢inde sekillerinin yuvarlak gdriilmesi nedeni ile
Piroplazma annulatum olarak isimlendirmislerdir. Daha sonra theileria etkenlerinin ig

organlardaki gelisme sekilleri ve diger piroplazma’lar arasindaki farklar belirlenerek



1918‘de theileridae ailesi teskil edilmistir. Daha sonra Eckert ve ark. (1992) Theileria

annulata’nin sistematikteki yerini belirlemistir.

2.1.1.Theileria Tiirlerinin Genel Biyolojisi

Hyalomma soyuna bagli kenelerin 1sirig1 ile biiylik ruminantlara aktarilan
Theileria annulata hayat siklusunun bazi evrelerini sigirlarda (schizont, merozit ve
piroplazm), digerlerini ise vektor kenelerde (gamet ve sporozoit) tamamlar (Veteriner
hekim net. 2006).

Dogal sartlarda, enfekte kene konaga gelip kan emmeye basladiktan 24-48 saat
sonra, kenenin tiikriik bezlerinde T.annulata sporozoitleri olusur ve bunlar sigirlara
verilmeye baslar. Parazitin piroplazm formlar1 keneler i¢in, sizont formlar1 ise sigirlar i¢in
enfektiftir. Parazit kenelerde bagirsak, hemolenf ve tiikriik bezlerinde; sigirlarda lenfoit
doku hiicrelerinde ve eritrositlerde gelisimini devam ettirir. Kenelerde gamotogoni ve
sporogoni, sigirlarda sizogoni goriiliir (Altay ve Aktas 2004; Ahmed ve ark. 2008).
Theileria Annulata’nin sporozoitleri hemen lenfositlere girerek trofozoit halini alirlar ve
cekirdek boliinmesi gegirerek makrosizontlar: olusturur. Makrosizontlar lenf yumrusu
biyopsilerinde goriilebilirler. Enfeksiyonun 8-10. giinlerinde bir kisim makrosizontlar
mikrogizont haline doniigiir ve konak hiicreyi parcalayarak eritrositleri istila ederler.
Eritrositlerde bdliinme yoluyla parazitin eritrositer formlar1 (piroplazm) meydana gelir
(Col ve Uslu 2006). Sigir eritrositleri i¢indeki piroplazm formlarinin %70-80’1 oval veya
yuvarlak, %20-30’u virgiil seklindedir. Giemsa boyas1 ile piroplazmlarin sitoplazmalar1
acik maviye, ¢ekirdekleri kirmiziya boyanwr, ortada belirgin vakuol bulunur. Bunlar
eritrositler i¢cinde, sizogonik boliinme ile gelismelerine devam ederler ve bu hiicrelerin
%90’ m1 enfekte edebilirler (Dinger 1985).

Theileria annulata’nin sekstiel gelismesi (gametogoni), enfekte hayvanlardan kan
emen vektor kenelerin bagirsaklarinda olmaktadir. Kene tarafindan alian piroplazmali
eritrositler kenenin bagirsaklarinda parcalanir ve merozoitler agiga cikar. Merozoitler
parcalanarak makro ve mikrogametleri olusturur. Mikrogametin makrogameti dollemesi ile
zigot olusur. 12. giinde zigotlar hareketli kinetleri olustururlar. Kinetler tiikriik bezlerinin
asini hiicrelerine girerek sporozoitleri olusturlar. Sporozoitler kene tarafindan tiikriik
salgisi ile birlikte sigirlara verilir (Veteriner hekim net. 2006; C6l ve Uslu 2006; Ahmed ve

ark. 2008). Sporozoitler aninda bdlgesel lenf yumrusuna taginirlar ve buradan da kan



yoluyla Retikulo Endotelyal Sistem’e (RES) bagli diger organlara girerek hem lenf
yumrusunda, hem de bu organlardaki lenfoid hiicrelere girerler ve burada sporogonik

cogalma sonucunda binlerce sporozoit meydana gelir (Preston ve ark. 2001).

2.1.2. Theileriosisin Klinik Belirtileri

Theileriosis’in inkiibasyon siiresi 8-25 giin arasinda degigmekle birlikte, ortalama
2 haftadwr. Enfeksiyonun siddeti konak duyarliligina, yasina ve etkenin patojenitesine gore
degisiklik gosterir (Kizil ve ark. 2007).

Hastaligin klinik belirtileri ates (ilk giinlerde 41-42°C), lenf bezlerinin asimetrik
sismesi, agiz, géz ve burun akintisi, nabiz ve solunum artigi, istahsizlik, bazen
hemoglobiniiri, konjuktiva ve mukozalarda petesiyel kanamalar seklinde ortaya c¢ikar.
Hastaligin son donemlerinde ise hemolitik anemi ve ikterus goriiliir. Ates baslangicinda
digk1 kat1 iken, hastaligin ilerlemesi ile kanli ve mukuslu ishal olabilir. Bu semptom
karakteristik olup abomasum ve sindirim sistemindeki kanamalarin isaretidir (Kizil ve ark.
2007; Osman ve Gaabary 2007).

Duyarli hayvanlarda parazit susunun virulansina bagli olarak mortalite %40 ile
%60 arasinda degismektedir. Duyarli egzotik irklarda mortalite en az %70 olarak
bildirilmektedir (Karageng ve ark. 2005; Osman ve Gaabary 2007).

2.1.3. Theileriosis’in Patolojisi

Hastaligin patojenezi lenf hiicreleri ile eritrositlerde parazitin yaptigi tahribat
sonucu ortaya ¢ikar. Hastalik belirtileri, sporozoitlerin viicuda giriginden ortalama 15 giin
(9-25 gilin) sonra ortaya cikar. 7. annulatamm neden oldugu tropikal theileriosis'de,
schizont (lenfosit evresi) ve piroplasm (eritrosit evresi) formlari patojendir ve kenelerle
iletilen hastaliklar arasinda en Onemli yeri tutmaktadir. Baslangicta lenf hiicrelerinin
siirsiz ¢ogaldigi ve sonra lenf hiicrelerinin tahribatina yol agan hastalik etkeninin en
patojen donemi schizont evresidir. Sigir makrofajlar1 ve B-lenfositlerin 7. annulata
schizontlarmmn hedefi oldugu yakin zamanda yapilan caligmalarla ortaya c¢ikarilmigtir
(Glass ve ark. 2003). Bu caligmalardan ¢ikan sonuglara gore, schizont ve piroplasmik
evrede parazitin es zamanli olarak hayvanlarin genel durumlar1 {lizerine olan patojen
etkileri (16kosit ve eritrosit degerlerinde onemli diisiisler; lenf bezleri, dalak, timus gibi

doku ve organlarda tahribatlar, anemi, ikter, ishal ve hemoglobinuri gibi) ortaya cikar



(Veteriner hekim net. 2006). Bu tahribatlar, histopatolojik olarak, derialt1 dokularinda
petesiler, lenf yumrularinda hiperplazi, splenomegali, hepatomegali, epi ve endokardiyal
petesi ve ekimozlar, bobrek korteksinde gri-beyaz odaklar ve obamasum iilserleri

goriilmektedir (Saym 1985; Veteriner hekim net. 2006).

2.1.4. Theileriosiste Biyokimyasal Caliymalar

Theileria annulata ile enfekte sigirlarda eritrosit sayisi, hemoglobin miktar1 ve
hematokrit degerlerde hastaligin siiresi ve siddetiyle iliskili olarak 6nemli derecelerde
azalmalar oldugu degisik calismalarda bildirilmistir. Tropikal theileriosiste anemi en
onemli semptom olmasina ragmen, kesin mekanizmasi halen bilinememektedir (Kizil ve
ark. 2007). Adam ve ark. (1981) komplement aktivasyonunun eritrosit yikimina neden
oldugunu ileri siirmiistiir. Ozellikle hastaligin son dénemlerine dogru lenfositlerin yikimi
ve ¢esitli organlara infiltrasyonu nedeni ile lokdpeni goriilmektedir (Kizil ve ark. 2007).

Kizil ve ark. (2007) theileria ile enfekte sigirlar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada,
kontrol grubu sigirlara gore serum total protein, glikoz, albumin, globulin diizeylerinde
azalma, bilirubin, BUN ve {irik asit diizeylerinde ise artma bildirmislerdir. Theileriosisli
sigirlarda serum total protein diizeyindeki azalmanin muhtemel karaciger yetmezligi
nedeni ile olusan hipoalbuminemi ve hipoglobulinemiye bagli oldugunu belirtmislerdir.
Sandhu (1996) ise total protein ve albumin diizeylerindeki azalmanm hem gida aliminin
hastalik siiresince yetersiz olmasi, hemde atesli hastaliklarda metabolik ihtiyaclarin artmasi
nedeni ile albuminin asir1 yikimlanmasi nedeniyle olustugunu bildirmistir.

Deneysel olarak 7. annulata ile enfekte buzagilarda serum AST, ALP ve ALT
seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir. Normal olarak bu enzimler kas dokusu ve
karacigerde bulunmaktadir. Artis dokularda meydana gelen hasara baghdir (Smith 2002).
Theileria enfeksiyonunun karacigerde koagiilasyon negrozuna, periportal alanlarda yogun
lenfosit infiltrasyonuna ve anemi nedeniyle olusan hipoksinin de hepatobilier sistemde
hasara neden oldugu ifade edilmis ve bu enzimlerdeki artiglarin nedeni olarak

gosterilmigtir (Omer ve ark. 2003).



2.1.5. Theileriosiste Bagisikhik

Theileriosis’e kars1 immun yanit olusmasinda, konagn tiirii, ki, yasi, fizyolojik
durumu ile parazitin susu Onem tasimaktadir. Kenelerle dogal sekilde bulagmasmin
ardindan 7. annulata enfeksiyonu geciren hayvanlar parazitin reenfeksiyonuna karsi
bagisiklik kazanmaktadir. Enfeksiyondan kurtulan hayvanda sizont formlar hemen
kaybolmaz, dokularda uzun siire kalir. Bu durum, parazite karsi olusan bagisikligin
eritrositer formlara karsi olusmadigi, sizont formlara karsi olustugunu gostermektedir
(Altay ve Aktas 2004).

Theileriosisli sigirlarda sporozoit, trofozoit, makrosizont ve merozoit olmak tizere
parazite kars1 immiin yanit olusturur. Spesifik olarak sekillenmis antikorlar sporozoitleri
notralize eder veya fagosite edilmelerini artirir. Bununla beraber tropikal theileriosise karsi
korumada hiicresel bagisiklik ¢cok daha onemlidir. Bagisiklikta asil etkili olan hiicreler
makrofajlardir. Hastaligin iistesinden gelebilmek, makrofaj ve bu hiicrelerin salgilarmin
etkilerine baghdir (Campbell ve ark 1997; Yarali1 2001).

T. annulata’ya karst koruyucu bir bagisikligin olusabilmesinin, dogal bagisiklik
ve kazanilmis bagisiklik arasindaki isbirligine baghh oldugu gdosterilmistir. Dogal
bagisiklikta makrofajlar sporozoit enfeksiyonundan sonra siirekli anti-makrosizont
aktivitesi gosterirler. Dogal enfeksiyonun iyilesme doneminde dogal oldiiriicii hiicreler
(Naturel Killer-NK) sizontlarla enfekte hiicreleri lize ederler. Theileriosisli sigirlarda dogal
ve deneysel enfeksiyon sirasinda alinan makrofajlarm tumor nekroz faktor- o (TNF-a) ve
nitrik oksit (NO) trettikleri saptanmistir (Glass ve ark. 2005). Cogalmakta olan parazitler
NK hiicrelerini interferon- y (IFN-y) makrofajlari ise TNF-a iiretmek icin stimiile etmekte
ve boylece dogal enfeksiyonun erken doneminde NO sentezini hizlandirmaktadirlar.
Ciinkii makrosizontlarla enfekte hiicreler NK hiicre aktivitesinin bir stimiilatorii olan IFN-
a’y1 iiretmektedirler (Ahmed ve ark. 2008).

Kenenin T.annulata sporozoitlerini konak hayvana vermesinden sonra,
sporozoitler 16kositleri istila eder. T.annulata sporozoitlerinin MHC (biiyiik doku uyum
kompleksi) smif-II tasiyan makrofajlar1 (monositleri) ve B hiicrelerini enfekte ettigi, 7.
parva’nn aksine T- lenfositleri enfekte etmedigi tespit edilmistir. T-lenfositleri invitro
olarak, T.amnulata makrosizontlartyla enfekte edilmis hiicreler tarafindan uyarildiklar:
zaman {Urettikleri sitokinler IL-2 ve IFN-y’dir (Veteriner hekim net. 2006; Ahmed ve ark.
2008).



2.1.6.Theileriosis’in Tanis1
Theileria enfeksiyonlarinin tanisinda klinik, mikroskobik ve serolojik yontemler

uygulanmaktadir.

2.1.6.1. Klinik Tam

Hastaligin goriildiigii bolgelerdeki hayvanlarda 41-42 °C ates, lenf bezelerinin
asimetrik sismesi, agiz, goz, burun akintisi, nabiz ve solunum sayisinda artis, konjiktiva ve
mukozalarda petesiyel kanamalar, daha sonra anemi, bilirubinemi, ve bilirubinuri
cevredeki vektor kenelerin varligi theileriosisi diisiindiiriir. Hemoglobin miktar1 ve eritrosit
sayisindaki diisme, ayrica sedimentasyon oranindaki artis taniyr destekleyici kriterler

olarak degerlendirilir (Kizil ve ark. 2007).

2.1.6.2. Mikroskobik Tam

Mikroskobik tanida kan frotileri ve lenf bezi aspirasyon biyopsisinden yararlanilir.
Alman Ornekler Giemsa boyast ile boyanrr ve yapilan mikroskobik incelemelerde
eritrositlerde piroplazmalar (merozoitler) ve lenfositlerde sizontlar aranir (Dumanli ve ark.
2005). Mikroskobik bakida, 7. annulata’nin piroplazmik formlarmnin %80’ini oval, %20’si

ise armut seklinde goriiliir (Anon 1984).

2.1.6.3. Serolojik Tam

T. annulata enfeksiyonunu teshis etmek amaciyla bir¢ok serolojik testten
yararlanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok Immuno Fluorescent Antibody Test (IFAT) ve
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) dolasimdaki antikorlari teshis etmek
amactyla kullanilmaktadir (Karaer 2003).

Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte, hastalik etkenlerinin
DNA’sin1 ortaya koymaya yonelik olarak Polymerase Chain Reaction (PCR) kullanilmaya
baslanmigtir. PCR testi theileria tiirlerinin duyarli ve 6zgiil bicimde teshisini olanakli
kilmaktadir (Karaer 2003). Yapilan karsilastirmali ¢alismalarda PCR’1n gerek mikroskobik
baki, gerekse IFAT’a gore portdr hayvanlarin belirlenmesinde ¢ok daha duyarli oldugu
belirlenmistir (Karaer 2003).



2.1.7. Theileriosis’de Korunma
Theileria’de koruyucu Onlemlerin alimmasi biiyiik O6nem tasimaktadir. Bu
yontemler arasinda vektor kenelerle miicadele, suni preimmunizasyon ve asilama

onemlidir (Brown 1990).

2.1.7.1. Vektor Kenelerle Miicadele

Hastalik kenelerle nakledildigi i¢in bu hastaliktan korunma ve kontrolde,
kenelerle miicadele yapilmasi en etkili yoldur. Vektor kenelerle miicadele edilmedikge,
hastalig1 eradike etmek miimkiin degildir. Kenelerle miicadele i¢in bolgenin kene faunasi
tespit edilmeli ve bu kenelerin biyo-ekolojik 6zellikleri arastirilmalidir. Kene miicadelesi
cesitli akarisitlerle yapilabilecegi gibi biyolojik ajanlarla da yapilabilir. Hayvanlarda kene
miicadelesine ilkbahar mevsiminden itibaren baslanilmali, 15 gilin arayla bir ilaglama
tekrarlanmali ve meraya ¢ikislarinin son giiniine kadar devam edilmelidir (Campbell ve ark

1997).

2.1.7.2. Preimmunizasyon Kazandirilmasi

Enzootik alanlarda yetistirilen sigirlar, theileriosise kars1 ilk alt1 ayda
preimmunisyon kazanirlar. Bu hayvanlar az miktarda parazit tasirlar ve o bolgedeki lokal
suslara karsi belirli dlglide bagisiktirlar. Buna bagli olarak klinik belirti gostermezler.
Parazitin bulunmadig1 instabil bdlgelerden, endemik bolgelere gelecek olan hayvanlara
edinsel preimmunizasyon kazandirma uygulamalar1 yapilabilir. (Stepanova ve Zaplotsky

1989; Brown 1989).

2.1.7.3. Asillama

Canli atteniie T. annulata asisi, tropikal theileriosis’in yaygin oldugu Irak, Iran,
eski Sovyetler Birligi, Hindistan, Israil, Cin, Tiirkiye ve Fas’ta ithal hayvanlar ve bunlarin
melezlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzun yillar preimmun durumdaki

hayvanlarin kanlar1 agilamada kullanilmistir (Brown 1990).



2.2. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Theileriosis
2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Kisa
Omiirlii olmalarina ragmen; bir dizi zincir reaksiyonu baglatip bir¢ok radikal olusturabilirler
(Koken ve ark. 2002).

Serbest radikaller baslica ii¢ yolla meydana gelirler:
1- Kovalan baglh bir molekiiliin her bir pargasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak
homolitik bdliinmesi
X:Y->X+Y
2- Kovalan bagl bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya molekiiliin heterolitik
boliinmesi (Bu tipteki bolinmede iyonlar meydana gelir).
X:Y X +Y'
3- Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi veya transferi ile.
A+e —> A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda veya organizmanin cesitli dis etkenlere maruz kalmasi ile meydana gelebilir
(Halliwell ve Gutterich 1990).

Endojen serbest radikal kaynaklari; mitokondriyal elektron transferi, enzimler ve
proteinler (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz gibi), membran elektron transfer zinciri
(sitokrom P-450 gibi), peroksizomlar, fagositik hiicreler ve kiiciik molekiillerin
otooksidasyonudur (Freeman ve Crapo1982; Halliwel ve Gutteridge 1990).

Ekzojen serbest radikal kaynaklari ise; hava kirliligi, kimyasal maddelere maruz
kalma, sigara, alkol, pestisit maddeler, stres ve metallerdir (Anderson ve ark. 1987).

Serbest radikaller hidroksil (OH™), siiperoksit (O27), nitrik oksit (NO) ve lipit
Peroksit (LOO"), radikalleri gibi degisik kimyasal yapidadirlar (Kube ve ark. 2002). Ancak
biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest radikallerdir

(Ozkan ve Fiskin 2004).



2.2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijenin dig yoriingesinde paylasilmamis iki elektron bulunur.
Oksijen atomunun dig yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik oldugundan
‘diradikal’ olarak da isimlendirilir. Bu 6zelligi nedeni ile oksijen kuvvetli bir oksidan
ajandir.

Oksijen metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile
de c¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir (Cheeseman ve Slater 1993). Eger
molekiiler oksijen, bir atom veya molekiil ile reaksiyona girerse, ondan bir elektron alarak
indirgenmemis reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana getirir (Ozkan ve Fiskin 2004). Eger
ROS hiicre i¢inde bulunan antioksidan maddelerin detoksifiye etme kapasitelerini asan
miktarlarda olursa, oksidatif hasar meydana gelir (Choi ve ark. 2004).

Reaktif oksijen radikalleri tek elektron eksiklikleri nedeni ile baska molekiiller ile
kolayca elektron alip-verebilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadigi halde,
baska molekiiller ile radikallerden daha zayif bir sekilde birlesenler (nonradikaller) olmak

tizere iki grupta toplanirlar (Cheseman ve Slater 1993).

Radikaller Non-Radikaller
- Siiperoksit Radikali (O,") - Hidrojen Peroksit (H20O5)
- Hidroksil Radikali (OH") - Lipit Hidroperoksit ( LOOH)
- Alkoksil Radikali (RO") - Hipoklorus (HOCI)
- Peroksil Radikali (ROO") - Singlet Oksijen (O3)
- Semikinon Radikali (HQ) - Ozon (03)

2.2.1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen tiirleri kontrolsiiz bir sekilde iiretildiginde, niikleik asit, protein ve
lipit gibi biyomolekiilleri oksitler ve genetik bilginin (DNA) degismesine, protein yapisimin
bozulmasma, enzim aktivitesinin engellenmesine ve hiicresel membranlarin zedelenmesine
neden olur ve oksidatif stresi meydana getirir (Clarkson ve Thompson 2000). Viicudun
antioksidan savunma sistemi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan
serbest radikallerin  {iretimi arasindaki  dengesizlik  “oksidatif stres” olarak
isimlendirilmektedir (Inal ve ark. 2001).

Tiim biyomolekiiller serbest radikal atagina maruz kalir. Ancak bunlar arasinda

lipitler en kolay etkilenenlerdir (Cheeseman ve Slater 1993). Hiicreleri saran membranlar

10



ve hiicre organelleri, ¢ok miktarda doymamis yag asitleri ihtiva ederler. Oksijen
molekiiliiniin hiicre membranindaki bu doymamis yag asitlerine lipidlere karsi yliksek
affinitesi vardir. Dokularda bulunan doymamis yag asitlerindeki c¢ift baglara oksijen
baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu
memranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda yer alan doymamis
yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler,
hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lirlinlere yikilmasi reaksiyonudur (Serarslan
ve ark. 2007).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler iireterek, diger hiicre bilesenlerine
zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup, hiicrenin diger kisimlarina hasar1 yayarlar. Boylece, birgok
hastaliga ve doku hasarima sebep olurlar. Lipid peroksidasyonun {iriinleri lipid
hidroperoksit, konjuge dienler, MDA ve ucucu hidrokarbonlardir. Bu reaksiyonlar, hiicre
membranindaki lipidlerin yapisini bozar, iyonlara karsi gecirgenlik artar ve hiicre 6limii
gerceklesir (Romero ve ark. 1998).

Canli organizmalar, serbest radikaller ile bas edebilmek i¢in antioksidanlardan
yararlanir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek viicudun onlardan
etkilenmemesini saglar. Bunu da serbest radikallerin olusumunu Onleyerek veya zincir
kirarak yaparlar (Halliwell ve Gutteridge 1990). Normal sartlar altinda antioksidanlar,
oksidanlara elektron verebilirler, bdylece onlarin yeniden aktive olmalarini baskilar ve
hiicresel makromolekiillere kars1 zararsiz hale getirirler (Lykkesfeldt ve ark. 2003).

Canli organizmalarda bulunan belli bash hiicre i¢i antioksidanlar; siiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GPX), glutatyon S transferaz,
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ve paraoksonaz enzimleridir. Hiicre dig1 ortamda antioksidan
savunmada ise E ve C vitamini, ferritin, transferrin, haptoglobulin, {irik asit, seruloplazmin,
glutatyon, albumin, bilirubin ve B-karoten gorevlidir (Halliwell ve Gutteridge 1990). Giizel
va ark. (2008) yaptiklar1 ¢caligmada theileriosisli sigirlarda total antioksidan kapasitenin,

lipid peroksidasyonu nedeni ile azaldigin1 belirtmislerdir.
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2.2.1.3. Theileriosiste Oksidatif Stres

Oksidatif stresin ¢esitli metabolik hastaligin patogenezinde onemli role sahip
oldugu bildirilmistir (McCord 1993; Halliwell 1994). Son yillarda, oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki dengesizlige bagh olarak reaktif oksijen ve azot tiirlerinin iiretiminin
artmas1 olarak tanimlanan oksidatif stresin onemini destekleyen bir¢ok kanit ortaya
cikmistir (Erdogan ve ark. 2003).

Theileriosis ile enfekte olan sigir eritrositlerinde lipid peroksidasyonunun 6nemli
diizeyde arttigi Grewall ve ark. (2005) tarafindan belirlenmistir. Eritrosit membrani
poliansature yag asidi yoOniinden zengindir, bu doymamis yag asitleri kolayca
oksitlenebilmektedir. Bu nedenle eritrosit memrani lipid peroksidasyonuna ¢ok hassastir
(Rezaei ve Nakhadeh 2006).

Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuna sebep olur ve lipid
peroksidasyonu Triinleri; lipid hidroperoksit, konjuge dienler, MDA, ucucu
hidrokarbonlardir (Lykkesfeldt ve Svendsen 2007). MDA’nin belirlenmesi lipid
peroksidasyon dercesinin ve serbest oksijen radikallerinin indirekt yoldan tespitine olanak
saglar. Son yilarda, MDA lipid peroksidasyunun bir belirteci gibi kullanilarak lipid
peroksidasyonun cesitli hastaliklarda oynadigi rolii belirlemede Onemlidir. Sigirlarda
eritrositlerin parcalanmasi ve aneminin meydana gelmesine bagli olarak, MDA
konsantrasyonundaki artis, theileria enfeksiyonunda oksidatif stres hasariin bir belirtisidir

(Rezaei ve Nakhadeh 2006).

2.3. Is1 Sok Proteinleri (Hsp)

Stres proteinleri olarak da isimlendirilen 1s1 sok proteinler, biitiin canlilarda ve
hiicrelerde bulunan bir grup proteindir. Yiiksek sicaklik, soguk ve oksijen yetersizligi gibi
cesitli cevresel stres faktorleri altinda, hiicrede bu proteinlerin sentezi artar (Moseley
2000).

Yiiksek sicaklik, pH degisiklikleri, oksijen eksikligi gibi stres faktorleri altinda
proteinlerin uygun yapisinin korunmasi oldukg¢a zordur. Protein katlanmalarinda agilmalar
meydana gelir. Bu proteinler icte karsi karsiya geldigi proteinlere yapisabilir ve kiimeler
meydana getirir. Bu da onlar1 fonksiyon dis1 yapar. Ist sok proteinleri bu denatiire

proteinleri tutarak toplanmalarini engeller (Anonim 2006).
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Is1 sok proteinleri; kuvvetli hidrojen baglari, giiclii hidrofobik etkilesimleri ve ¢ift
kutuplu heliks stabilitesinden dolay1 denatiire olmazlar (Anonim 2006). Proteinlerin stabil
yapisinda ve denatiire olmus proteinlerin katlanmalarinda gereklidir (Moseley 2000).

Stres kosullarinda hiicrede ATP seviyesi hizla diiser ve proteinlerin korunmasinda
ilk olarak ATP’den bagimsiz olarak calisan Hsp 27 ve [ -kristallin gibi kii¢iik molekiiler
agirhiga sahip saperonlar proteinlerin korunmasinda gorev alir, daha sonra hiicre enerji
bakimindan toparlandiginda ATP bagimli Hsp 70 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 gore 5 smifa
ayrilirlar. Bunlar Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70, Hsp 60 ve kiigiik 1s1 sok proteinleridir. Hsp10,
Hsp60 ve Hsp75 hiicrede mitokondride, diger Hsp gruplart fizyolojik kosullarda
sitoplazma ve cekirdekte lokalizedir (Henle 1998).

2.3.1.1. Hsp 100

Fizyolojik kosullar altinda bu protein molekiiler saperonlar gibi fonksiyon
gostererek, proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gorev alir. Hsp 100 protein kiimelerini
ayirmak icin onlari eritir. Ozellikle Hsp 104 yeni toplanan proteinleri kurtarma yetenegine
sahiptir. Ayrica Hsp 100 mayalarda sicaklik toleransinin kazanilmasinda ve prion

cogalmasinda da gorev alir (Pockley 2001).

2.3.1.2. Hsp 90

Hsp 90 proteinlere baglanarak onlarin aktivasyonunu ve katlanmasini diizenler.
Geri katlanan peptidlerin kiimelesmesini onler. Sitoplazma ve endoplazmik retikulumda
bulunur. Endoplamik retikulumda en fazla bulunan 1s1 sok proteinidir (endoplazmik
versiyon). Hsp 90, HSF1 (Ist sok faktor-1)’in fizyolojik kosullarda durumunun

dengelenmesinde gorev alir (Anonim 2006).
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2.3.1.3. Hsp 70

Hsp 70 sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondride protein
taginmasina katilir (Moseley 2000). Stres altinda proteinleri korur. Katlanmamig
proteinlerin kiimelesmesini 6nler. Katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinler arasindaki
dengeyi saglar. Polipeptitleri birbirine baglar. Hsp 70 HSF’nin aktivitelerini diizenler ve 1s1
sok proteinlerin transkripsiyonunun kontroliinii saglar (Pockley 2001; Anonim 2006).
Hiicresel korumada saperon islevi goren en Onemli protein olan Hsp72 diger biiyiik
molekiiler agirliga sahip saperonlar gibi ATP bagimli olarak calisir. Yeni sentezlenen
proteinlerin stabilizasyonunu saglayarak endoplazmik retikulum ve mitokondriye

taginimini gergeklestirir (Jaattela 1999).

2.3.1.4. Hsp 60

Hsp 60, 7 iiye halka icinde 14 alt liniteden meydana gelir. Mitokondri ve
sitoplazmada bulunur. Hsp 70 ile birlikte proteinin dogal katlanmasina aracilik yapar.
Stresten korunma ve protein katlanmasi i¢in gereklidir. Hatali katlanan polipeptidlere

baglanarak dogru katlanmalarina yardim eder (Landry 1998).

2.3.1.5. Kiigiik 1s1 sok proteinler (sHsp)

Kiiciik 1s1 sok proteinler monomer molekiili 15-40 kDA'luk kiitleler halinde
bulunur ve Hsp27, af-kristallin, ubiquitine ve p20 gibi proteinleri icerir. Futbol topu
goriiniimiindedirler. Tiim sHsp’ler yaklasik 100 kalint1 aminoasit ve C ucunda hakim olan
bir kristallin ile belirtilir. Sitoplazma ve g¢ekirdekte bulunur. Is1 stresi goriilen hiicrelerde
anlamli diizeyde iiretimi artar. Ayrica antioksidan 6zellik de gosterirler. Bu proteinler
yapisal olarak bozulmus proteinleri korumada ATP’den bagimsiz olarak ¢aligirlar (Pockley
2001; Anonim 2006). Memeli hiicrelerinde, sHsp’ler sadece strese karsi korunmada degil,
aynt zamanda diger hiicresel fonksiyonlarin (apoptozis ve farklilagma gibi)

modiilasyonunda gorev aldig1 bilinmektedir (Wang ve ark. 2004).

2.3.2. Is1 Sok Proteinlerin Gorevleri

Is1 sok proteinleri hem hiicre igerisinde ve hiicre disinda fonksiyon gdsterirler.
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2.3.2.1. Is1 Sok Proteinlerin Hiicre Dis1 Gorevleri

Hsp’ler hiicre igerisinde normal olarak bulunurlar. Hiicre disinda bulunduklarinda
sinyal veren hasta hiicreler oliir ve igerigi disar1 atilir. Bu daginik hiicrelerin planlanmamis
oliimii nekroz olarak adlandirilir ve hiicrede sadece hatali eylemler meydana getirir. Hiicre
disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini uyarmak i¢in ¢ok
giiclii tehlike sinyali gdnderirler (Pockley 2001).

2.3.2.2. Is1 Sok Proteinlerin Hiicre ici Gorevleri

Hsp’lerin normal gorevleri hiicre icerisinde (proteinlerin katlanmasma yardim
ederek ve proteinlerin hazirlanmasini diizenleyerek) her proteinin baglayict olmasini
saglamaktadir. Hsp’ler hiicre icerisindeki peptidleri kusatarak sinirlandirilmalarini saglar.
Hiicre igerisine peptitler Hsp’ler ile alinir. Bu proteinler hiicresel saperonlar gibi fonksiyon
goriirler, protein sentezinde ve tasinmasinda rol oynarlar. Ciinkii bu proteinler benzersiz
hiicresel yerlesime sahiptir (Pockley 2001).

Stres siiresince ¢ok sayidaki enzim ve yapisal proteinde zararli yapisal ve
fonksiyonel degisim meydana gelmektedir. Bu sebeple stres altinda bulunan hiicrelerin
hayatta kalmasinda, proteinlerin kendi fonksiyonel konformasyonlarmi siirdiirmek, dogal
olmayan proteinlerin toplanmasini1 dnlemek, denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile
tekrar fonksiyonel yapilarina donmeleri ve fonksiyonel olmayan ama zararli olma
ihtimalindeki peptidlerin ortadan kaldirilmas1 Onemlidir. Boylece, Hsps/saperonlar
hiicresel korumada tamamlayic1 rol oynamak ve bazen bir arada caligmak suretiyle

proteinleri stresten korumaktadir (Wang ve ark. 2004).

2.3.3. Is1 Sok Protein Gen Transkripsiyonu

Normal kosullar altinda 1s1 sok faktor 1 (HSF1) sitoplazma icinde DNA’ya bagl
olmayan bir monomer molekiil gibi bulunur. Stres kosullar1 altinda HSF1, DNA’ya
baglanma kapasitesine sahip olmak i¢in {i¢ fosfatli forma doniistiiriiliir ve sitoplazmadan
cekirdege gecer. Cekirdekte HSF DNA’nm promotdr bolgelerine baglanir. Boylece Hsp

geninin transkripsiyonunu saglayarak, Hsp sentezini arttirir (Pockley 2001).
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Sekil 2.1. Is:1 sok proteinlerin gen transkripsiyonu (Pockley 2001).

2.3.4. Is1 Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler (Anonim 2006)

Cevresel Faktorler Hastallk Durumu Normal Hiicre Etkilesimi
- Is1 soku - Ates - Normal hiicre dongiisii
(Yiiksek ve diisiik sicaklik) - Yangi - Biiylime faktorleri
- Agir metal gegisleri - Iskemi - Gelisme ve farklilasma

- Enerji metabolizmasi inhibitorleri | - Hipertrofi
- Kemoterapoétik ajanlar - Hiicresel hasar

- Malignensi

2.3.5. Is1 Sok Proteinlerinin Teshis Yontemleri
-Elektroforez
-PCR
-ELISA
-Western Blotting (Pockley 2001).

2.3.6. Is1 sok proteinleri ve Bagisikhik
Hiicre digindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini
uyarmak i¢in ¢ok giiclii tehlike sinyali gonderirler (Pocley 2001). Pek ¢ok patolojik ajanin
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konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdir. Stres proteinlerine karsi
gelisen immiin cevaplar ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karsi da (anti-
self) reaksiyon olusmasina neden olabilmektedir. Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya
herhangi bir sekilde strese maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak i¢in, kendi stres
proteinlerine karst immiin cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri
siiriilmektedir. Iste bu yeteneklerin diizenlenmesindeki bozukluklar bazi otoimmiin
hastaliklara yol agabilir. Stres proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen

sunulmasinda da 6nemli rol oynarlar (Laad ve ark. 1999).

2.3.7. Is1 sok proteinlerinin oksidatif stresteki rolii

Oksidasyon ve toksik bilesenlerin par¢alanmasi gibi pek ¢ok stres faktorleri biitiin
hiicrelerde cevap olarak 1s1 sok proteinlerinin sentezine neden olur (Clark 2000).

Molekiiler saperonlar olarak da adlandirilan stres proteinleri, herhangi bir stres
uyaraninin olmadig1 durumlarda da sinyal iletimi ve proteinlerin hedef bolgelere giivenle
ulagtirilmalarindan  sorumludurlar. Ancak, hiicre stres altinda oldugunda koruyucu
islevlerine duyulan gereksinim artar. Biitiin Hsp’ler hiicreyi birincil olarak denature olmus
proteinlerin katlanmalarin1 saglayarak, yeni sentezlenen proteinlerin hiicre igerisindeki
yolculuklarinda hedef bolgelere giivenli taginmalarini saglayarak, geri doniisiimsiiz olarak
denatiire olmus proteinlerin temizlenmelerine olanak vererek ve makromolekiilleri stabilize
ederek korurlar (Locke 1997).

Olusan hiicresel yanitin ilk basamagmi bu proteinlerin gen aktivasyonu
olustururken, sonraki asamada bu proteinlerin miktarlarinda artis meydana gelir. Hsp’lerin
hiicre igerisindeki ekspresyonu 1s1 sok faktéor (HSF) olarak adlandirilan transkripsiyon
faktorii yolu ile gergeklesir (Pockley 2001).

Stres proteinleri biiyiime, farklilagma, bolinme ve hatta hiicre Olimii dahil hiicre
metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tasir. Stres proteinleri, pek ¢ok patolojik
ajanin konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdir. Stres proteinlerine
kars1 gelisen immiin cevaplar ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karst da
(anti-self) reaksiyon olugmasina neden olabilmektedir. Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya
herhangi bir sekilde stres maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak ig¢in, kendi stres

proteinlerine karst immiin cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri
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stiriilmektedir. Stres proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen

sunulmasinda da 6nemli rol oynarlar (Laad ve ark. 1999).

2.3.8. Is1 sok proteinlerinin theileriosisteki rolii

Kan paraziti hastaliklar1 gibi ¢cogu yangisal hastalikta goriilen yliksek ates, yangi
ve hiicresel hasar durumlari stres proteinlerinin ekspresyonuna sebep olur (Anonim 2006).
T. annulata etkeninde (Mason ve ark. 1989) B. divergens etkeninde (Carcy ve ark. 1991)
Toxoplazma gondi etkeninde (Weiss ve ark. 1998) Hsp 70 diizeyinin enfeksiyon sirasinda
arttig1 bildirilmistir. Bu caligmalarla parazit hsp 70’inin akut faz reaksiyonu sirasinda
konak immun sisteminin erken bir uyarani oldugu belirlenmistir. Ayrica malarya,
trypanosomiasis, schistosomiasis ve filariaziste de parasitik Hsp’lere karsi olusan
antikorlarin bagisiklig1 indiikleyebilecegi gosterilmistir (Carcy ve ark 1991). Yapilan
literatiir taramalarinda kan paraziti hastaliklarinda Hsp 27 diizeyinin akut enfeksiyon

sirasinda degisimi hakkinda herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamastir.

2.4. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz enzimi (PON; arildialkil fosfataz; E.C. 3.1.8.1); karacigerde
sentezlenen, Ca bagimli, HDL ile iliskili ve 43-45 kDa molekiil agirhigmma sahip,
glikoprotein yapili bir enzimdir (Baskol ve Kose 2004).

Enzim 354 aminoasit igerir ve kodlayan gen 7. kromozomun q 21-22 bdlgesinde
bulunur (Giilcii ve Giirsu 2003). Total agirliginin %15.8 ini olusturan {i¢ karbonhidrat
zinciri igerir. izoelektrik noktas1 5.1°dir. Aminoasit icerigi, yiiksek miktarda bulunan I6sin
disinda bir 0Ozellik gostermez. Yapisinda bulunan ii¢ sistein aminoasidinden 284.
pozisyondaki serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352) arasinda disiilfit bag1 bulunur. Serbest
sistein, substrat taninmas1 ve baglanmasi i¢in gereklidir (Azarsiz ve S6zmen 2000; Bayrak
ve ark. 2005). Organik fosforlu paraoxonlar1 substrat olarak kullandig1 i¢in paraoksonaz
ismi verilmistir (Juretic ve ark. 2001).

Paraoksonaz enzimine (PONI1) ilk olarak 1961 yilinda insan serumunun
elektroforezi sonrasi yiiksek yogunluklu lipoproteinlerde rastlanilmistir. (Mackness ve
Mackness 2004). Ardindan, 6zellikle saflagtirilmis sigir serum paraoksonazinin lipitlerle
iliskili oldugu ve lipit komplesi ile ayn1 molekiiler kiitleye sahip oglunu gostermislerdir (La

Du ve ark. 1993). Insan serumunun ultrasantrifiijlenmesi ile Mackness ve ark.(1985)
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yilinda paraoksonazin kanda HDL yapisinda tagindigmi ortaya koymuslardir. Koyunlarda
enzim aktivitesi apo Al iceren HDL partikiilleri ile iligkili bulunmustur (Bayrak ve ark.
2005). Son ¢aligmalarla, insan serum paraoksonazinin apo Al ve apo J igeren HDL tipleri
ile iligkili oldugu gosterilmisitir (Bayrak ve ark. 2005; Azarsiz ve S6zmen 2000).
Paraoksonaz enzimi karaciger, bobrek, ince bagirsak basta olmak iizere bircok
dokuda ve serumda bulunur (Ali ve ark. 2003). Diyet, gebelik, sigara kullanim1 ve yas
serum PONI1 diizeyini etkiler. Yasla beraber serum PONI1 diizeyi azalmaktadir (Biasiolive
ve ark. 2003; Seres ve ark. 2004). Enzim aktivitesinde cinsiyete bagl degisiklik
gozlenmemistir (Azarsiz ve S6zmen 2000). Paraoksonaz enzimi, paration diginda
diizopropil florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu intektisitlerle, yine ayni kimyasal
gruptan olan sarin, tabun gibi sinir gazlarinin, ¢esitli karbamatlarin hidrolizini de katalize

etmektedir (Bayrak ve ark. 2005).

2.4.1. Paraoksonaz Enziminin Alt Birimleri

Insan ve farelerde ayn1 kromozom iizerinde, birbirine komsu ii¢c ayr1 PON geni
(PON-1, PON-2, PON-3) bulunmaktadir. Farelerde altinci kromozom iizerine yerlesen
PON genlerinin, insanlarda yedinci kromozomun, q 21-22 bdlgesinde yer alir (Bayrak ve
ark. 2005). U¢ PON proteininin aminoasit dizileri yaklasik %53 oraninda benzerdir ve
dokulardaki ekspresyonlari ile dagilimlar1 birbirinden farklilik gdsterir. PON-1 ve PON-3
karaciger ve plazmada bulunurken, PON-2 karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis

dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda bulunur (Bayrak ve ark. 2005).
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Sekil 2.4. PON-1 proteininin iig¢ boyutlu yapis1 (Molekiiliin ortasindaki kiireler kalsiyum iyonlarini temsil
etmektedir (Khersonsky ve Tawfik 2005).

PON2, PONI1’den sonra tanimlanmis ve daha az ¢alisilmis olmasina ragmen,
endotel ve vaskiiler duvar hiicrelerinde antioksidan aktivite gostermesi nedeniyle biiyiik
ilgi odag1 olmustur (Bayrak ve ark. 2005). PON-2’nin karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis
dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diiz kas hiicrelerinde de yer
almaktadir (Bayrak ve ark. 2005). PON2 ve PON3’iin 105. pozisyonda lizin rezidiisii
bulunmadigindan paraoksonu hidroliz edemezler (Ekmekgi ve ark. 2004).

PON3 esas olarak karacigerde sentez edilir ve serumda HDL ile birlikte bulunur.
PONT1’in aksine PON3’{in arilesteraz aktivitesi siirhidir ve PON aktivitesi yoktur (Bayrak
ve ark. 2005).

Maksimum PONI1 aktivitesi i¢in kalsiyum gereklidir. Ug boyutlu yapida p-
tabakalarm merkezinde iki adet kalsiyum iyonu bulunur. Bunlardan bir tanesi yapisal
kalsiyum olup yapidan uzaklastirilmas: denatiirasyona neden olur. Digeri ise katalitik
etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. PON-1’in organofosfat substratlarma kars1 hidrolitik
aktivitesi kalsiyuma bagimli iken, lipid peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyum gerekli
degidir (Sekil 4) (Khersonsky ve Tawfik 2005). Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de
stabilitesi i¢in gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadir (Lee ve ark.

2001).
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2.4.2. Paraoksonazin Kimyasal Yapisi

Karacigerde sentezlenen ve dolasima verilen PON-1 HDL nin yapisinda yer alir.
Paraoksonaz enzimi yapisinda bulunan N-terminal hidrofobik sinyal peptidi vasitasiyla
HDL’ye baglanwr. PON-1’i baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein Al ve Apo J
(klusterin)’dir (Baskol ve Kose 2004).
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Paraoksonazin Yapisi

Sekil 2.5. insan Serum Paraoksanaz (PON 1) Enziminin Yapisi (Aviram 1999).

Paraoksonaz, 3 tane sistein molekiilii igerir, bunlardan iki tanesi molekiil i¢i disiilfit
bagimnin olusumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein molekiilii ise serbest halde
bulunur. Serbest sistein, substrat tanmnmast ve baglanmasi igin gereklidir. 284.
pozisyondaki sisteinin, LDL‘yi oksidasyondan korumada onemli bir fonksiyona sahip

olmasia kargin organofosfatlarin hidrolizinde bir etkisi yoktur (Aviram 1999; Bayrak ve
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ark. 2005). Enzim yapisinda bulunan tek disiilfid bagi, polipeptid zincirinin siklik yapida
olmasina neden olmaktadir (Sekil 5) (Bagkol ve Kose 2004).

2.4.3. Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlar

Serum paraoksonaz enziminin en iyi bilinen fonksiyonu; aromatik karboksilik asit
esterlerini, sarin ve soman gibi sinir gazlarini, paraokson ve diazookson gibi organofosfat
tirevlerini ve insektisitleri hidrolize etme yetenegidir (Bayrak ve ark. 2005). Enzim,
organik fosforlu insektisit olan parathionun oksidatif desiilfiirasyonu ile olusan paraoksonu
hidroliz ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol agar. Paraokson olusumu
karaciger ve diger dokularda mikrozomal sitokrom p-450 enzim sistemi ile kataliz
edilmektedir. Paraoksonaz enzimi, paraoksondaki O-P ester baginin hidrolizinden sorumlu
olan esterazdir (Ekmekg¢i ve ark. 2004).

PON eksikligi gosteren bocekler organofosfatlar i¢in hedef organizmalardir.
Memelilere oranla kuslarda organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksek
bulunmustur, ¢iinkii kuslarda PON1 enzimi sentezlenmemektedir. Benzer durum balik ve
stiriingenlerin de zehirlenmeye yatkinligini agiklar (Azarsiz ve S6zmen 2000).

PONT’in belirlenen ikinci dnemli fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PONI plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunu Onlemede gorevlidir. Bu enzimin plazmada her zaman HDL ile birlikte
bulunmasi nedeni ile HDL’ nin antiaterojenik etkisine onemli katkis1 vardir (Aviram
1999).

Paraoksonaz LDL kolesterolii serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan
korumaktadir. HDL kolesterol yapisinda bulunan PON 1 enzimi, LDL’deki aktif lipidleri
yikar ve bdylece arter duvarinda yer alan hiicrelerde inflamatuar cevap olusumuna karsi
koruyucu etki gosterir. Paraoksonaz okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri
ve spesifik okside fosfolipidleri hidroliz eder (Aviram 1999). HDL’den saflastirilan
PON’un TBARS diizeylerini ve lipoperoksit olusumunu Onledigini gosterilmistir. PON1
LDL’nin yam1 sira HDL’yi de korumaktadir (Bayrak ve ark. 2005). Ayrica akut faz
reaksiyonu sirasinda PONT1 aktivitesinde belirgin kayip olmaktadir (Van ve ark. 1995).

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).

Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil, hiicrenin yapisindaki lipidler de
peroksidasyona ugramaktadir. Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini
notralize eder, hiicre membranlarii koruyucu etki gosterir (Mackness ve ark. 2000). Bu
nedenle PON 1 bir antioksidan enzim olarak tanimlanmaktadir (Celik ve ark. 2005).
PONI, lipit peroksitlerin yani sira hidrojen peroksit iizerine de etkilidir. Aterojenez
sirasinda arter duvari hiicreleri tarafindan iiretilen major toksik oksijen metaboliti olan
hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda daha potent iiriinlere doniiserek LDL oksidasyonuna
neden olur. PON1’in okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitlerini ve
hidroksitleri indirgemesi nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, PONI lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere kars1 da
koruma saglamaktadir (Bayrak ve ark. 2005). PON1 bakteriyel lipopolisakkaridi, lipid A
molekiiliindeki 4' fosfat iizerine fosfataz etkisi gostererek hidroliz eder (Salonen ve ark.
1999). Boylece Gram (-) bakteri enfeksiyonu sirasinda endotoksemi gelisimine karst
korumay1 saglar. Bazi bilinmeyen yollarla makrofaj hiicre yiizeyindeki spesifik baglayici
protein ile bakteri ylizeyinden kdken alan lipoprotein polisakkaridin etkilesimini dnler; bu
sekilde TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokin salmiminin baslanmasini Onler (Azarsiz ve

S6zmen 2000).

2.4.4. Theileriosis ve Paraoksonaz

Oksidatif stres ve antioksidan sistem degisimleri PON1 aktivitesinde diisiis ile
iligkilidir.  Antioksidan 0zelligi olan PONI1, hidrolaz, arilesteraz, diyaoksonaz
fonksiyonlarindan bagka lipid peroksidasyon iirlinlerini hidroliz ederek ROS miktarmin
artmasmni engeller (Aslan ve ark. 2007). PONI lipid peroksitlerin yani sira hidrojen
peroksit iizerine de etkilidir. Ozellikle kollesteril linoleat hidroperoksit ve hidroksitleri

indirgemesi nedeni ile peroksidaz benzeri etki gdsterir (Bayrak ve ark. 2005).
2.5. Plazma Lipidleri ve Lipoproteinler

Plazmadaki temel lipidler kolesterol, trigliseridler ve fosfolipidlerdir. Bu lipidler

yalniz basma suda ¢dzlinmeyen ve plazmada ¢oziinmiis olarak taginamayan bilesiklerdir.
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Plazmada, 6zel apoproteinler ile birleserek olusturduklar1 ¢6ziinmiis lipoprotein (lipid-

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

2.5.1. Trigliseridler

Trigliseridler gliserol ile 3 tane yag asidinin ester bag ile birlesmesinden olusur
(Mayes 1990). Yag dokusu depolarinin %95’ini olustururlar ve plazmada bulunan gliserol
esterlerinin en biliylik bolimiidiirler. Sindirimleri diiodenum ve proksimal ileumda
gerceklesir. Lipaz ve safra asidlerinin etkisi ile 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 tagmirlar ve jugular ven araciligl ile sistemik dolasima tasmirlar (Champe ve Harvey
1994). Hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemiye oranla daha az anlamli risk faktorii olarak
goriilse de erken ateroskleroz gelisimi ile baglantili oldugu bilinmektedir (Mackness ve

ark. 1991).

2.5.2. Kolesterol

Kolesterol hayvanlarda en yaygin bulunan steroldiir ve 27 karbon atomundan
olusur. Karaciger, bagirsak, adrenal korteks, yumurtaliklar ve testisler viicudun kolesterol
havuzuna en biiylik katkiyr yapmasina 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. Birgok dokuda kolesterol
asetil CoA’dan sentez edilir ve sonunda viicuttan safra i¢inde, kolesterol veya safra tuzlari
seklinde atilir (Champe ve Harvey 1994)

Viicutta belli sayida bir grup isleve sahiptir; Biitlin hiicre zarlarinin bilesenidir.
Kortikosteroidler, seks hormonlari, safra asitleri ve D vitamini gibi diger steroidlerin 6n
maddesidir (Champe ve Harvey 1994). Membranlarm ve plazma lipoproteinlerinin dis
tabakasinin gerekli bir bilesenidir. Ayrica lipoproteinler, membranlarda ve diger
lipoproteinlerde bulunan kolesterol ile kolayca dengeye giren serbest kolesterolii de
dolagimda tasir (Vance 1985). Ester kolesterol, kolesteroliin bircok dokuda bulunan depo
seklidir.
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LDL, kolesterol ve kolesterol esterinin bir¢cok dokuya alinmasinda araci rol oynar.
Serbest kolesterol dokulardan HDL araciligi ile ayrilir ve safra asitlerine donustiiriilmek

tizere karacigere tasinir (Champe ve Harvey 1994).

2.5.3. Lipoproteinler

Lipoproteinler, ndtral lipid ¢ekirdek (triagilgliserol vaya kolesterol esterleri) ve
bunun ¢evresinde apoproteinler, fosfolipid ve serbest kolesterolden ibaret bir kabuktan
olusur (Champe ve Harvey 1994). Apoproteinler, lipoproteinlerin viicutta tagmmalari,
dagilmalar1 ve metabolize edilmelerinde kritik bir Oneme sahiptirler. Lipoprotein
partikiilindeki lipid ve apoprotein molekiilleri stabil bir kompleks olustururlar.
Apoproteinlerin yap1 ve fonksiyon farki gosteren cesitli tipleri belirlenmistir, bunlar apo A-
I, A-II, A-III, apo B 48, B 100, apo C-I, C-II, apo D ve apo E’dir. Viicutta lipoproteinlerin
hiicreler arasinda tasinmasinda ve hiicrelere almmasinda en Onemli rolii oynayan
apoprotein apoprotein B (apo-B)’dir.

Lipoproteinler lipidleri plazmada taginirken ¢oziiniir tutmak ve kendilerinin lipid
iceriklerini dokulara verebilmek i¢in etkili bir mekanizma yiiriitiirler. Plazmada
yogunluklar1, molekiil agirliklari, kolesterol, trigliserid ve fosfolipid oranlarina gére 5 tip

lipoprotein molekiilii bulunmaktadir (Champe ve Harvey 1994).

2.5.3.1. Silomikronlar

Silomikronlar ince bagirsak epitel hiicreleri tarafindan iretilirler ve besinsel
triagilgliserol, kolesterol ve kolesterol esterlerini periferik dokulara tasirlar. %84 kadarmi
trigliseridler ve %5’e yakin bir kismini kolesterol olusturur. Besin kaynakli trigliseridleri
tastyan  en  biiyllk  molekiilli  lipoproteinlerdir. Yemeklerden sonra incebarsak
mukozasindan absorbe edilen kolesterol ve trigliseridlerin, apo-B 48 ile birlesmesi ile
olusur.

Periferik dokulardaki kapillerlerin endoteline yerlesmis olan lipoprotein lipaz
tarafindan trigliserid kisimlar1 koparilir ve gliserol ile serbest yag asitlerine ayristirilirlar.
Geriye silomikron kalintis1 kalir ve bu da karaciger hiicreleri tarafindan kandan temizlenir

(Champe ve Harvey 1994).
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2.5.3.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

VLDL karacigerde sentezlenen, trigliserid icerigi zengin bir lipoproteindir.
Trigliserid ve kolesteroliin taginmasindan sorumludur. Yapisinda %85-90 lipit ( %60
trigliserit, %15 kolesterol ve %15 fosfolipid) ve %10-15 protein bulunur (Baskal 1989).
Fonksiyonel agidan Apo B-100 en 6nemli apolipoproteinidir. VLDL nin yapisinda bulunan
trigliserit ve fosfolipit endoplazmik retikulumda sentezlenir (Schaefer 1984).

VLDL trigliseridleri lipoprotein lipaz etkisiyle hidrolize edilirler. Hidrolize edilen
VLDL, giderek kolesterolden zengin hale gelerek ve kiiciik partikiillere doniisiir. Kiiciilen
VLDL’nin dansitesi artar ve ara dansiteli lipoproteine (IDL) doniisiir (Mentes ve Mentes
1986). Kolesterol ve trigliseridi esit miktarda iceren IDL’nin major lipoproteinleri Apo B
ve E ‘dir. Bunlarin bir kism1 karaciger hiicre membranindaki Apo E reseptorleri sayesinde

iceri alinarak diisiik dansiteli lipoproteine (LDL) doniisiir (Champe ve Harvey 1994).

2.5.3.3. Diisiik dansiteli Lipoprotein (LDL)

LDL tiim dokulara kolesterolii tasiyan major lipoproteindir. Plazmadaki toplam
kolesteroliin yaklasik %70’ i LDL’de bulunur. Yapisinin %75’ i lipid ve %25’ i proteinden
olusur. Temel apolipoproteini ApoB-100’diir. LDL kolesteroliin membran ve steroid
hormonlarin sentezinde kullanilmak tizere ekstrahepatik dokulara taginmasinda goérevlidir.
LDL’nin Uzun Omiirlii bir partikiil olmas1 dokular i¢in kolesterol kaynagi olarak islev
gormesini saglar ( Bhagavan 2002).

Ekstrahepatik dokular, LDL’nin ApoB-100’nii taniyan spesifik ylizey
reseptOrlerine sahiptirler. ApoB-100’ti taniyan reseptorler, kolesterol ve kolesterol
esterlerinin dokular tarafindan alinmasina aracilik ederler (Altinisik 2006).

Biitiin hiicreler kolesterol sentezleyebilir. Bununla beraber, LDL de bir ¢ok
hiicrede kolesterol kaynag1 olarak kullanilir. LDL’ nin yaklasik %75’ 1 karaciger parankim
hiicreleri tarafindan alinmaktadir. Diger birgok doku da kiiglik miktarlarda LDL
almaktadir. Karaciger aldig1 kolesterolii membran biyosentezi i¢in, VLDL biyosentezi i¢in,
safra asidi yapimi i¢in kullanabilir. Adrenal, ovaryum ve testisler hormon sentezinde, diger

dokular ise hiicre tamiri ve proliferasyonunda kullanirlar (Champe ve Harvey 1994).
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2.5.3.4. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

HDL karaciger ve ince bagirsak duvarinda sentezlenir. Yapisinda yaklasik %50
lipid ve %50 protein igerir (Altinistk 2006). En kii¢iikk molekiil agirligina sahip olan
lipoproteindir. HDL nin baglica apolipoproteinleri Apo Al (%65), Apo A2 (%25) ve daha
kiigiikk miktarlarda Apo C ve Apo E’dir. Plazmadaki kolesteroliin %20-25’ini tasirlar.
HDL’ler trigliseridlerin ve kolesteroliin plazmadan temizlenmesinde (klerensinde),
kolesteroliin dokulardan karacigere geri tasinmasinda ve metabolizmasmda 6nemli rol
oynarlar.

HDL’ler yogunluklarina gore 3’e ayrilir: HDL 1, kolesterolden zengin diyet alan
insanlarda ve deney hayvanlarinda goriiliir ve ateroskleroz olugsmasini hizlandirir. HDL 2
ve HDL3 ise HDL nin, plazmanin lipidlerden temizlenmesi goérevinden sorumludur.

Diizenli egzersiz yapanlarda veya siirekli alkol alanlarda HDL diizeyinin ytikselir.
Sigara i¢gme, 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 blokdrler

HDL diizeyini azaltir (Champe ve Harvey 1994).

2.5.4. Lipid Profili ve Theileriosis

Akut enfeksiyonlarda kan akimindaki parazitler enerji olarak glikozu kullanir bu
da kismen hipoglisemi olugmasia sebep olur. Hipoglisemide konak hayvanda bazi énemli
enerji ihtiyacinin karsilanmasi lipid katabolizmasmin artigiyla sonuglanir. Lipidlerin
glikoneogeneziste kullanilmasi lipid ve kolesterol seviyelerini diisiiriir. Lipolizis theileria
enfeksiyonunda atese bagli olarak ortaya ¢ikan yiiksek enerji ihtiyacinin kargilanmasi i¢in
esas mekanizmadir. Lipolizis sonucunda serbest yag asitleri olusur, bu yag asitlerinin
sitotoksik ve hemolitik oldugu invitro olarak gosterilmistir (Adamu ve ark. 2008).

ol ve Uslu (2007) Theileria annulata ile enfekte sigirlarda serum kolesterol ve
trigliserid seviyelerinde diislis oldugunu belirlemistir. Bu diisiisiin hastalikta meydana

gelen anoreksi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.
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2.6. Amag

Bu c¢alismada akut donemde oksidatif stresin theileriosisli sigirlara etkisinin 1s1
sok protein (Hsp-27) diizeyleri, paraoksonaz aktivitesi ve lipid profili (trigliserit, total
kolesterol, VLDL, LDL, HDL kolesterol) ile ortaya konulmas: amag¢lanmaktadir.
Theileriosiste oksidatif stres ile ilgili ¢esitli caligmalar bulunmakla birlikte, bu ¢aligma 1s1
sok protein (Hsp-27) diizeyleri, paraoksonaz aktivitesi diizeyleri bakimindan bir ilki
olusturacaktir. Boylece calisma ile elde edilecek sonugclar ile iilkemizde 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olan theileriosisin prognozu agisindan yeni bilgiler ortaya konulacaktir.
Ayrica c¢alisma literatlir alaninda bulunan boslugun doldurulmasmma da katkida

bulunacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Bu ¢alismada kullanilan kan 6rnekleri, 2006-2007 yillarina ait yaz donemlerinde
MKU Veteriner Fakiiltesi Klinigine gelen 1-3 yas arasmda saglikli ve theileriosisli
sigirlardan almmustir. Hastaligin klinik belirtileri ve Giemsa boyali perifer kan frotileri
yardimiyla 15°1 kontrol ve 15’1 hasta olmak tizere 2 grup olusturulmustur.

Sigirlarin vena jugularisinden teknigine uygun olarak, heparinli tiiplere ve serum
tiiplerine 10 ml kan alinmig, serum ve plazmalar1 ¢ikarilarak MDA analizleri yapildiktan
sonra, diger analizler icin —20 °C’de saklanmistir. Kan frotileri de hayvanlarin kulak
uclarindan hazirlanmis ve Giemsa ile boyanmistir. Frotilerde piroplasmik formlar
arastirilmastir.

Arastirmada MDA, trigliserit, total kolesterol, LDL, HDL kolesterol diizeyleri ve
paraoksanaz enzim aktivitesinin analizinde spektrofotometrik yontemler kullanildi. HSP-

27 diizeyi ise ticari ELISA kiti kullanilarak yapildi.

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

Sigirlarin - kuyruk uglarindan hazirlanan stirme kan frotileri laboratuara
getirildikten sonra metil alkol ile 5 dk. tespit edildi ve kurutuldu. Bu iglemi takiben %5
Giemsa solusyonu (pH: 7,2) ile 30 dk. boyandi. Preparatlar kurutulduktan sonra x100
biiyiitmede bakilarak etken teshisi yapildi.

3.2.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Kan plazma orneklerinde MDA tayini Yoshoiko ve ark. (1979) tarafindan
modifiye edilen yOntemle spektrofotometrik olarak yapildi. Bu ydntem lipid
peroksidasyonunun aldehit {iriinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbiitirik asidin (TBA,
Merck) reaksiyonu temeline dayanmaktadir. MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve bu ¢ozeltinin absorbansinin 535 nm’de spektrofotometrik Sl¢iimii (UV
mini-1240 Shimadzu) ile lipid peroksidasyonunun derecesi saptanmaktadir. Elde edilen

sonuclar pmol/ L cinsinden verildi.
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3.2.3. Bazal PON1 Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Serum bazal PON1 enzimi aktivite 6l¢ctimii, Eckerson ve ark. (1983)’1n kullandig1
yontem ile gerceklestirildi. Bu yontem PONI enziminin paraokson substratini enzimatik
olarak dietil fosfata ve p-nitrofenole hidroliz etmesine dayanir. 25 °C’de olusan p-
nitrofenoliin bir dakikada olusturdugu absorbans artiginin, 412 nm’de spektrofotometrik
olarak Ol¢iimii ile PON1 enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir. Reaksiyon ayiract 50
Mm glisin-NaOH buffer’da 1 mM paraokzon, IM NaCl ve ImM CaCl,’den ibarettir. 1
iinite paraoksonaz aktivitesi dakikada 1 nmol p-nitrofenol olusturur. Elde edilen sonuglar

U/L olarak verildi.

CI e 0 FH} oot H_

i . PON1 0 = o i
e A e a5 \;\} oH+2 ne—=04 -0—F &

Parackson p-Nitrofenol

Sekil 3.1. PON1 enzimin Paraoksonaz aktivitesi

3.2.4. Total Kolesterol Analizi

Total Kolesterol analizi, 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 {iriin olusturur. Rengin
yogunlugu kolesterol konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve spektrofotometrik olarak 505

nm’de belirlendi.
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3.2.5 Trigliserid Analizi

Trigliserid 6l¢limii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum
ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi
kullanilarak ¢alisildi

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 gerceklesir. Hidrojen peroksit,
peroksidaz enziminin etkisiyle 4-aminofenazon ve 4-klorofenol ile etkileserek pembe bir
iriin olusturur. Rengin yogunlugu trigliserid konsantrasyonu ile dogru orantiidir ve

spektrofotometrik olarak 505 nm’de belirlenir.

3.2.6 HDL Analizi

HDL ol¢limii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum
ornekleri Roche Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi kullanilarak
calisild1.

HDL diizeyi, polietilenglikol (PEG) kolesterol esteraz ve PEG kolesterol oksidaz
kullanilarak enzimatik olarak belirlenir. PEG ile modifiye edilmis kolesterol esteraz ve
kolesterol oksidaz lipoprotein fraksiyonlarina 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 ¢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 olugturur. Rengin yogunlugu HDL konsantrasyonu ile direkt

orantilidir ve spektrofotometrik olarak 600 nm’de belirlenir.

3.2.7. LDL Analizi
LDL, Friedewald formiilii ile hesaplandi1 (Friedewald ve ark. 1972).
LDL= Total Kolesterol — [(HDL) + (Trigliserid/5)]

3.2.8. VLDL Analizi
VLDL= Trigliserid/5 formiilii ile hesapland1.
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3.2.9 Plazma HSP-27 Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma Hsp 27 diizeyi ticari kit (Catalog No: KHO00331, BIOSOURCE, USA)
kullanilarak ELISA (Enzim bagl immiin assay) yontemi ile belirlendi. ELISA pleytinde
Hsp 27’ye spesifik poliklonal antikorlarla kapli kuyucuklara konsantrasyonu bilinen Hsp
27 standartlar1 ve plazma Ornekleri konuldu. Birinci inkiibasyon siiresince Hsp 27
antijenleri ve Hsp 27’ye spesifik tavsan poliklonal antikorlar es zamanl olarak inkiibe
edilip ilk yitkamadan sonra anti-rabbit [gG-HRP enzimi eklendi. Baglanmayan enzim ikinci
inkiibasyon ve yikamadan sonra ayristirildi Daha sonra, substrat solusyonu renk
reaksiyonu olusturmak icin eklendi. Hsp 27 bulunan 6rneklerde yogunluga bagli olarak
renk degisimi gozlendi. Ornekler ELISA okuyucusunda (puQuant, Bio-Tek Instruments)
450 nm dalga boyunda okundu, standart yardimiyla hesaplama yapilip sonuglar ng/ml

cinsinden verildi.

3.2.10. Istatistiksel Analizler

Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde ‘SPSS 11.0° paket programi kullanild.
Gruplar arasmndaki istatistiksel farklar student ¢ test kullanilarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuclar X + SE olarak verildi. p<0,05 ve alt1 istatistiksel olarak 6nemli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Theileriosisli sigirlarin akut enfeksiyonunda (hasta grubu) ve kontrol grubunda
MDA, Hsp-27, PON aktivite ve lipid profili (Trigliserit, Total kolesterol, VLDL, LDL,
HDL) diizeyleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Buna gore Theileriosisli siirlarda ve kontrol
grubunda MDA kan plazma diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 15,23 pmol/L olarak
Olcililiirken, theileriosisli sigirlarda 38,10 pmol/L olarak Olglilmiistiir. Theileriosisli
sigirlarin plazma MDA diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0,001
onem diizeyinde yliksek bulunmustur (Tablo 4.1., Sekil 4.1).

Tablo 1. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlar'nin MDA, Hsp-27, PON ve lipid profili diizeyleri

Testler Kontrol grubu Hasta grubu
n=15 n=15

MDA (umol/L) 1523 £2,33 38,10 +2,71"
HSP-27 (ng/ml) 2,52+0.21 4,12 +0,35"
PON (U/L) 66,65 + 13,37 32,34 49,77
Trigliserid (mg/dl) 30,7 + 4,3 59,2 +9.8"
Total kolesterol (mg/dl) 184,8 + 39,4 104,5 + 20,1*
VLDL (mg/dl) 52+0,7 8,5+ 1,17
LDL (mg/d]) 1143 +22.4 52,0+ 12,9
HDL (mg/dl) 77,6 £2,0 428 +12,1

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

onemlilik oldugunu gostermektedir.

45 -
40 -

38,1

35 +
30 +

25
20 | 15,23

O Kontrol grubu

m Hasta grubu

MDA (umol/L)

15 4
10 4

Sekil 4.1. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlarda plazma MDA diizeyleri (p<0,001)
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Kan plazma Hsp-27 diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 2,52 ng/ml olarak
Olctiliirken, theileriosisli sigirlarda 4,12 ng/ml olarak Slciilmistiir. Sigirlarin kan plazma
Hsp-27 diizeyi theileriosisli sigirlarda kontrol grubundan, istatistiksel olarak p<0,01 6nem

diizeyinde yiiksek bulunmustur (Tablo 4.1., Sekil 4.2).

3,5 -
3 2,52

O Kontrol grubu
2,5 - 9

m Hasta grubu

HSP 27 (ng/ml)

4.2. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlarda plazma Hsp-27 diizeyleri (p<0,01)

Serum PON aktivitesi ise, kontrol grubu sigirlarda ortalam 66,65 U/L olarak
Olciiliirken, theileriosisli sigirlarda 32,34 U/L olarak ol¢iilmiistiir. Theileriosis’li sigirlarin
serum PON aktivitesi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak istatistik olarak

p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.1., Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlarda serum PON diizeyleri (p<0,001)

Serum trigliserid diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 30,7 mg/dl olarak
Olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 59,2 mg/dl olarak 6l¢iilmiistiir. Theileriosisli sigirlarin
serum trigiserid diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0,001 6nem

diizeyinde yiliksek bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.4).

80 -

70

60

50 +

Kontrol grubu
40 - = 9

m Hasta grubu

30 ~

Trigliserid (mg/dl)

20 ~

10

Sekil 4.4. Kontrol grubu ve theileriosisli sifirlarda serum trigliserit diizeyleri (p<0,001)

Serum total kolesterol diizeyi ise kontrol grubu sigirlarda ortalama 184,8 mg/dl

olarak Olciilirken,  theileriosisli sigirlarda 104,5 mg/dl olarak tespit edilmistir.
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Theileriosisli sigirlarin serum total kolesterol diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan

istatistik olarak p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.5).

250
184,8

200

150 ~
1045 @ Kontrol grubu

B Hasta grubu

100 -

Total Kolesterol (mg/dl)

50

0]

Sekil 4.5. Kontrol grubu ve theileriosisli siirlarda serum total kolesterol diizeyleri (p<0,001)

Theileriosisli sigirlarin akut enfeksiyonunda kan serum VLDL, kontrol grubu
sigirlarda ortalama 5,2 mg/dl olarak olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 8,5 mg/dl olarak
Olclilmiistiir. Theileriosis’li sigirlarm serum VLDL, kontrol grubundaki sigirlardan

istatistik olarak p<0.01 6nem diizeyinde yliksek bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.6).

12

10 ~

@ Kontrol Grubu
m Hasta grubu

VLDL (mg/dl)
»

Sekil 4.6. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlarda serum VLDL diizeyleri (p<0,01)

Kan serum LDL diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 114,3 mg/dl olarak

Olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 52,0 mg/dl olarak OSlclilmiistiir. Sigirlarin kan serum
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LDL diizeyi, theileriosisli sigirlarda, kontrol grubundan, istatistiksel olarak p<0,001 6nem

diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu ve theileriosisli sifirlarda serum LDL diizeyleri (p<0,001)

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda, kan serum HDL 6rneklerinde kontrol
grubu sigirlarda ortalama 77,6 mg/dl olarak olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 42,8
mg/dl olarak Olgiilmiistiir. Theileriosisli sigirlarm serum HDL diizeyi, kontrol grubundaki
sigirlardan istatistik olarak p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil
4.8).
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve theileriosisli sigirlarda serum HDL diizeyleri (p<0,001)
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5. TARTISMA

Tiirkiye ekonomisinde sigir yetistiriciligi onemli bir yer tutmaktadir. Bununla
beraber sigir basina elde edilen verim miktar1 ¢cok diisiiktiir. Theileriosis 6zellikle verim
oran1 yiksek kiiltiir wklarinda yiiksek oranda Olime neden olarak biiylik ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Karageng ve ark. 2005).

Oksidatif stresin ¢esitli metabolik hastaligmm patogenezinde 6nemli role sahip
oldugu bildirilmistir (McCord 1993; Halliwell 1994). Theileriosis ile enfekte olan sigir
eritrositlerinde lipid peroksidasyonunun 6nemli diizeyde arttigi Grewall ve ark. (2005)
tarafindan belirlenmistir. Grewal ve ark. (2005) theileria annulata ile dogal enfekte
sigirlarda, belirgin bir sekilde eritrositlerde lipid peroksidasyonunun, dolayisiyla
antioksidan enzim aktivitelerinin ve eritrositlerde osmotik frajiletenin arttigini
bildirmiglerdir. Eritrosit membrani poliansature yag asidi yoniinden zengindir ve bu
doymamis yag asitleri kolayca oksitlenebilmektedir. Bu nedenle eritrosit memrani lipid
peroksidasyonuna karsi ¢ok hassastir (Rezaei ve Naghadeh 2006).

Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuna sebep olur ve lipid
peoksidasyonunun son iiriinii bir aldehit olan MDA’dir (Lykkesfeldt ve Svendsen 2007).
MDA’nin belirlenmesi lipid peroksidasyon dercesinin ve serbest oksijen radikallerinin
indirekt yoldan tespitine olanak saglar. Son yilarda MDA lipid peroksidasyunun bir
belirteci gibi kullanilarak lipid peroksidasyonun cesitli hastaliklarda oynadigi rolii
belirlemede 6nemlidir (Rezaei ve Naghadeh 2006).

Rezaei ve Naghadeh (2006) theileriosisli sigirlarda yaptiklari calismada, MDA
diizeyinin arttigimi bildirmislerdir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuna sebep
olmakta ve MDA ortaya ¢ikmaktadir. Yagi ve ark. (1989) ile Haider (1992) ise Theileria
sergenti ile yaptiklar1 caligmada theileriosisli sigirlarda gozle goriinlir bir sekilde
parazitemi ve MDA’ nin arttiZini rapor etmislerdir.

Theileriosisli  sigirlarda MDA  diizeylerindeki artisginin = sebebi, sigirlarda
parazitemiye bagli olarak, eritrositlerin parcalanmasi ve aneminin meydana gelmesi sonucu
lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres hasarinin meydana gelmesidir. Yani artan MDA
konsantrasyonu, theileriosisli sigirlarda oksidatif stresin belirtisidir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarla bir¢ok enfeksiyon ve paraziter hastalikta

oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengesizlige bagli olarak reaktif oksijen
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tiirlerinin tiretiminin arttig1, yani oksidatif stresin meydana geldigi belirlenmistir (Ece ve
ark. 2007). Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi gibi pek ¢ok stres
faktorleri biitiin hiicrelerde cevap olarak 1s1 sok proteinlerinin sentezine neden olur ( Clark
2000).

Stres proteinleri olarak da isimlendirilen 1s1 sok proteinler, biitiin 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 durumlari stres proteinlerinin
ekspresyonuna sebep olur (Anonim 2006).

Theileria annulata etkeninde Hsp 70 diizeyinin enfeksiyon sirasinda artig
gosterdigi Mason ve ark. (1989) tarafindan bildirilmistir. Ayni1 sekilde Carcy ve ark. (1991)
insan babesiosisi ile yaptiklari calismada Babesia divergens etkeninde Hsp 70 diizeyinin
arttigin1 ve parazit hsp 70’inin akut faz reaksiyonu sirasinda konak immun sisteminin erken
bir uyarant oldugunu belirlemislerdir. Weiss ve ark. (1998)’in yaptiklar1 hiicre kiiltiirii
caligmasinda Toxoplazma gondi etkeninde Hsp 70 diizeylerinin artig1 western blotting ile
gosterilmistir. Calisma ile HSP’lerin bradizoit farklilasmasinda ©Onemli oldugu
belirlenmistir.

Yapilan benzer caligmalarla malarya, trypanosomiasis, schistosomiasis ve
filariaziste de parasitik HSP’lere karsi olusan antikorlarin bagisikligi indiikleyebilecegi
gosterilmistir (Carcy ve ark. 1991). Yapilan literatiir taramalarinda paraziter hastaliklarda
son konak Hsp diizeylerinin, 6zellikle Hsp 27 diizeyinin akut enfeksiyon sirasinda degisimi
hakkinda herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamuistir. Theileria annulata ile enfekte sigirlarda
Hsp 27 diizeyleri belirlenmemis olmasina ragmen, vaskiiler hastaliklar, hipertermi,
apoptozis ve ¢esitli kanser hastaliklarinda HSP 27 {iretiminin arttig1 belirlenmistir (Ciocca
ve ark. 1993).

Oksidatif stres esnasinda Hsp 27’nin hiicre i¢i ekspresyonu artar ve fosforile
olur. Hiicre i¢inde Hsp 27 nin ekspresyonu artmasi ROS’a kars1 koruma saglar. Artan Hsp
27 ekspresyonu hidroksil radikal olusumunda katalizor olan hiicre i¢i demir igerigini
diisiiriir ve buna baglh olarak hidroksil radikallerinin ve okside proteinlerin olusumunu
azaltir. Boylece Tnf-a aracili lipid peroksidasyonu ve ROS miktarindaki artiga bagli olarak
gelisen cesitli negatif etkiler (ates, yangi vs.) kiiciik hsp’ler tarafindan inhibe edilir. Ayrica

Hsp 27°nin hiicre i¢i ekspresyonunun artmasi hiicre i¢i glutatyon seviyesinin artisi ile
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iliskilidir. Hsp 27’nin artan ekspresyonu glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon
rediiktaz enzimleri iizerine etki ederek, hiicre iginde glutatyonun rediikte formda
tutulmasina araci olur. Bu Tnf-a’nin indiikledigi hasara kars1 hiicrelerin korunmasinda ve
Hsp 27°nin arac1 oldugu ROS miktar1 diisiisii i¢in gereklidir (Ferns ve ark. 2006).

Bu c¢aliymada kan plazma Hsp 27 diizeyi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 2.52
ng/ml olarak Olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 4.12 ng/ml olarak 6lgiilmiistiir. Sigirlarin
kan plazma Hsp-27 diizeyi theileriosisli sigirlarda kontrol grubundan, istatistiksel olarak
p<0,01 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Tablo 4.1., Sekil 4.2). Bunun sebebi, konak
immun sisteminin parazit Hsp’leri tarafindan uyarilmasi ile Tnf-a salmimimnm artmasi ve
buna bagli olarak meydana gelen yiiksek ates, yangi gibi stres faktorlerinin Hsp 27
ekspresyonunu arttirmasi olabilir.

Paraoksonaz enzimi (PON1) HDL ile iligkili glikoprotein yapili bir enzimdir
(Baskol ve Kose 2004). Theileriosisli sigirlarin plazmalarinda lipid peroksidasyon
iiriinlerinin arttig1 bilinmektedir (Rezaei ve Naghadeh 2006). Son yillarda yapilan
calismalar, PON1'in serum ve dokularda oksidatif stresi azalttigini gostermektedir (Aviram
ve Rosenblat 2005). HDL’den saflagtirilan PON1 enziminin lipid peroksitlerinin yan1 sira
TBARS olusumunu 6nledigi saptanmistir (Macknes ve ark. 1993). Peroksit ve aldehit gibi
serbest radikallerin olusumu PON1 enzimi ile 6nlenir. Bu nedenle PON1 bir antioksidan
enzim olarak tanimlanmaktadir (Celik ve ark. 2005). Ayrica oksidatif stres altinda PON1
aktivitesinin diismesi proteinsiz siilfidril gruplarin redoks durumundaki degisimleri
yardimci olur. Ciinki siilfidril (-SH) gruplart ROS’un sebep oldugu PONI1 aktivitesindeki
inhibisyonu onler. (Selek ve ark. 2008).

Bu calismada serum PONI1 aktivitesi, kontrol grubu sigirlarda ortalama 66.65 U/L
olarak oOlciiliirken, theileriosisli sigirlarda 32.34 U/L olarak Olclilmiistiir. Theileriosis’li
sigirlarin serum PONI1 aktivitesi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0,001
Oonem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo1, Sekil 4.3 ). Behcet hastalig1 (Karakiiciik ve
ark. 2004) tlseratif kolit (Baskol ve ark. 2006) romatoid artrit (Altindag ve ark. 2007) ve
akut purpura (Ece ve ark. 2007) N. brasiliensis paraziti ile enfekte Farid ve ark. (2008) gibi
yang1 kosullar1 ve oksidatif stres altinda ROS patogenezine bagli olarak PONI1
aktivitesinin diistiigii yapilan ¢caligmalarla belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda ateroskleroz, diabetes mellitus, hipertansiyon ve

kalp damar hastaliklarinda PON1’in aldig1 rol ¢ok iyi ortaya konmasina ragmen, kan
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paraziti hastaliklarinda PON1 diizeylerinin degisimi ile ilgili herhangi bir bilgiye
rastlanmamistir. Yapilan bu ¢calismada PON1 enzim diizeyindeki azalmanin oksidatif stres
olusumu ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu diisiik PON1 enzim aktivitesi, ROS
'un zararl etkilerinin 6nlenmesi i¢in bu antioksidan enzimin kullanilmasina baglidir.

Bu calismada PONTI ile iliskili olarak theileriosisli sigirlarda serum trigliserid,
total kolesterol, VLDL, LDL ve HDL diizeyleri de 6l¢iilmiistiir. Cogu akut enfeksiyonda
serum trigliserid diizeyi farkl sekilde degisiklik gostermektedir. Goodger ve ark. (1981) ve
Cunha ve ark. (2000) B. bovis ile enfekte sigirlarda yaptiklari ¢aligmada serum trigliserit
diizeylerinde artis saptamiglardir. Ayrica Kontag ve ark. (2008) da babesia etkenleri ile
dogal enfekte sigirlarda yaptiklari caliymada akut enfeksiyon sirasmnda babesiosisli
sigirlarda serum trigliserit diizeyinin artig gosterdigini belirlemiglerdir. Singh ve ark.
(2001) theileriosisli sigirlarda serum trigliserid ve total kolesterol diizeylerinde diisiis
bulmuslardir.

Bu caligmada theileriosisli sigirlarin serum trigiserid diizeyi Singh ve ark.
(2001)’den farkli olarak, kontrol grubundaki sigirlardan p<0,001 6énem diizeyinde yiiksek
bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.4). Hasta grubundaki yiiksek trigliserid diizeyi konak
savunma sisteminin bir uyarani olabilir. Ayrica hasta grubundaki glikolizise bagli olarak
trigliseridlerin karacigerde tiretiminin artmasit ve dolasimdan uzaklastirilmasinda bir sorun
olmasina bagl olarak meydana gelebilir.

Akut enfeksiyonlarda lipoliz sonucunda serbest yag asitleri olusur, bu yag
asitlerinin sitotoksik ve hemolitik oldugu invitro olarak gosterilmistir (Adamu ve ark.
2008). Theileria ile enfekte hayvanlarda serbest yag asitleri miktar1 artist konak
eritrositlerinde sitotoksik etki yapar. Bu da aneminin gelismesine yardimci bir faktor
olabilir.

Bu c¢alismada Theileriosisli sigirlarin serum total kolesterol diizeyi, kontrol
grubundaki sigirlardan istatistik olarak p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur
(Tablo 4.1, Sekil 4.5). Benzer sekilde Singh (2001) theileriosis ile akut enfekte sigirlarda,
Elissade ve ark. (1983), Cunha ve ark. (2000) ve Kontas ve ark. (2008) ise babesiosis ile
enfekte sigirlarda total kolesterol diizeyinin diisiik oldugunu bildirmislerdir. Theileria
annulata ile enfekte sigirlarda serum kolesterol ve trigliserid seviyelerinde diisiis oldugunu

belirlemislerdir. Bu diisiisiin hastalikta meydana gelen anoreksi ile iliskili oldugunu
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belirtmiglerdir (C61 ve Uslu 2007). Malarya enfeksiyonunda da total kolesterol, LDL ve
HDL kolesterol diizeylerin diisiik oldugunu Kim ve ark. (2008) gostermislerdir.

Caligmada theilerioisli sigirlarda total kolesterol diizeylerinin diisiik bulunmasi
parazitin sebep oldugu eritrosit hiicre harabiyeti ve karaciger hasarina bagli olarak
hepatositler tarafindan kolesteroliin normal sentezinin saglanamamasma bagli olabilir. Bu
nedenle yapisinda kolesterol bulunan HDL, LDL kolesterol gibi lipoproteinler yeterince
sentezlenemediginden, hastalik siirecinde olusan oksidatif stres ve hiicre hasarina karsi da
yeterince koruma saglanamaz.

Theileriosisli sigirlarin akut enfeksiyonunda kan serum VLDL, kontrol grubu
sigirlarda ortalama 5.2 mg/dl olarak Olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda 8.5 mg/dl olarak
Ol¢iilmiistiir (p<0,01). Literatiirde theileriosisili siirlarda serum VLDL diizeyleri hakkinda
bir veriye rastlanamamistir. Fakat Kontas ve ark.(2008) babesiosisle enfekte sigirlarda
serum VLDL diizeyinin yiiksek oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde bu caligmada
theileriosisli sigirlarda serum VLDL diizeyinin yiiksek olmasmin sebebi trigliseritlerin ve
VLDL kolesteroliin karacigerde yapimini stimule eden yag doku lipolizisi olabilir.

LDL kolesterol kanda kolesteroliin esas tastyicisidir ve kolesteroliin karacigerden
organlara tasinmasindan sorumludur (Adamu ve ark. 2008). Kan serum LDL diizeyi,
kontrol grubu sigirlarda ortalama 114,3 mg/dl olarak Olgiiliirken, theileriosisli sigirlarda
52.0 mg/dl olarak Sl¢lilmiistiir (p<0,001). Benzer sekilde Faucher ve ark. (2004) ve Kim ve
ark. (2008) yaptiklar1 c¢aligmada P. falciparum infeksiyonlarmda LDL’de diisiis
saptamiglardir. Goodger ve ark. (1981) Babesia bovis ile enfekte sigirlarda plazma
lipoproteinlerinde diisiis meydana geldigini gostermislerdir. Adamu ve ark. (2008)
koyunlarda akut deneysel tripanosoma enfeksiyonunda total kolesterol, LDL ve HDL
kolesterol seviyelerinde diisiis gostermislerdir. Calismada akut enfekte theileriosisli
sigirlarda LDL kolesterolun diisiik bulunmasi total kolesterolun karaciger hasarina bagli
olarak yeterince sentezlenememesi baglh oldugu diisiiniilmektedir.

HDL kolesterol kolesteroliin ¢esitli organ ve dokulardan karacigere
tasinmasmdan sorumludur (Adamu ve ark. 2008). Total plazma kolesteroliiniin %90’1n1
olusturur.  Bu ¢alismada serum HDL diizeyleri kontrol grubu sigirlarda ortalama 77,6
mg/dl olarak Olgiilirken,  theileriosisli sigirlarda 42,8 mg/dl olarak Olgiilmiistiir.
Theileriosisli sigirlarin serum HDL diizeyi, kontrol grubundaki sigirlardan istatistik olarak

p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.8).
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Trypanosoma congolense ile enfekte sigirlarda serum HDL kolesterol
diizeylerinin diistiiglinii ve tedavi sonrasi parazit eliminasyonuna bagli olarak tekrar
kontrol grubu seviyelerine dondiigiinii Traore-Leroux ve ark. (1987) bildirmislerdir.
Valentin ve ark. (1991) babesia divergens ile enfekte insan eritrositlerinde yaptiklari
caligmada Babesia divergensin gelismesi i¢in lipidlere ihtiya¢ oldugunu ve HDL
kolesterolun esas kaynak oldugunu gostermislerdir.

Serum PON1 plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunu onlemede gorevlidir. HDL kolesterol yapisinda bulunan PON 1 enzimi,
LDL’deki aktif lipidleri yikar ve boylece paraoksonaz LDL kolesterolii serbest radikallerin
indiikledigi oksidasyondan korumaktadir (Aviram 1999). PON1 LDL nin yan1 sira HDL’yi
de korumaktadwr. HDL’den saflagtirilan PON’un TBARS diizeylerini ve lipoperoksit
olusumunu 6nledigini gosterilmistir (Bayrak ve ark. 2005).

Bu c¢alismada serum PON ve HDL kolesterol diizeylerinin 6nemli diizeyde
(p<0,001) diisitk bulunmasi, theileriosiste oksidatif stresin olusturdugu lipid
peroksidasyonuna karsilik, antioksidan savunma sisteminin PON1 enzimi ve dolayisi ile
HDL’nin kullanilmasina bagli olabilir. Akut enfeksiyon sirasinda karaciger hasarmna bagh
olarak total kolesteroliin yeterince sentezlenmemesi, HDL kolesterol seviyelerinin

diismesine sebep olabilir.
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6. SONUC

Theileriosis tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak goriilen ve kenelerle
nakledilen protozoer bir hastaliktir. Ozellikle kenelerin aktif oldugu Mayis-Eyliil aylari
arasinda goriilmektedir. Theileriosis, yerli ve Kkiiltliir ki sigirlarda mortalite orani
yiiksektir. Tedaviye cevap veren hayvanlarda et ve siit veriminin diismesi, tedavide
kullanilan ilaglarm pahali olmasi nedeniyle hayvancilik sektdriinde Snemli bir yere
sahiptir.

Bu caligmada theileriosis ile akut enfekte sigirlarda lipid peroksidasyonu (MDA)
(p<0,001), 1s1 sok protein diizeyi (Hsp 27) (p<0,01) diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. PON1 diizeyi ise, kontrol grubuna gore diisiik (p<0,001) bulunmustur.
Yapilan lipid profili analizlerinde ise serum trigliserid (p<0,001) ve c¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein (p<0,01) diizeyleri akut enfekte sigirlarda yiiksek bulunurken, total kolesterol
(p<0,001), diisiik dansiteli lipoprotein (p<0,001) ve yiiksek dansiteli lipoprotein (p<0,001)
diizeyleri diisiik bulunmustur.

Akut enfeksiyonlarda kan akimindaki parazitler enerji olarak glikozu kullanir bu
da kismen hipoglisemi olusmasima sebep olur. Hipoglisemide konak hayvanda lipidlerin
glikoneogeneziste kullanilmast lipid ve kolesterol seviyelerini diigiirmektedir. Lipolizis
theileria enfeksiyonunda atese bagli olarak ortaya c¢ikan yiiksek enerji ihtiyacinin
kargilanmas1 i¢in esas mekanizmadir. Theileriosiste plazma lipid profilinin degisimi
hastaligin patogenezinde rol oynayabilir. Ayrica serum paraoksonaz aktivitesi ve 1s1 sok
protein 27 diizey Olglimlerinin, theileriosisdeki oksidatif stresin belirlenmesinde,

malondialdehid gibi yararl bir indikatdr olabilecegi diistintilmektedir.
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