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1. GIRIS

Kenelerin aktif oldugu yaz aylarinda babesiosis vakalarina iilkemizde
siklikla rastlanmaktadir. Yiiksek ates, ikterus, anemi, hemoglobiniiri gibi klinik belirtilerin
yaninda, kanm sekilli elemanlari, Ozellikle eritrosit miktarlarinda azalma olur. Bir
protozoon hastalig1 olan babesiosis, tropik, subtropik ve hatta iliman bolgelerde yaygindir.
Ulkemizde sigir, koyun ve kegilerde goriiliir ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olur.
Paraziter hastaliklar, hayvanlar1 iz element ve vitamin eksikliklerine karst duyarli hale
getirmelerinin yani1 sira anemi sekillenmesine de neden olurlar. Babesia gibi kan parazitleri
konak¢1 hayvanin kaninda eritrositlerin i¢inde yasar ve yerlestikleri eritrositi sindirirler

(Ketle, 1995; Radostits ve ark., 1995; Deger ve ark., 2001).

Yapisal ve katalitik olarak pek ¢cok onemli gorevleri olan proteinler, kanda
farkl ¢oktiirme teknikleri ile saptanirlar. Elektroforetik tekniklerin gelismesiyle 20'den
fazla protein aymt edilmistir. Boylelikle proteinlerin yapilari, hastaliklarla iligkileri
agiklanmustir. Elektroforez, yiiklii partikiillerin bir elektrik akiminin tesiri ile birbirlerinden
ayrilmasi olayidir. Bir iyonun gog hizi, tatbik edilen elektrik akimina, iyonun biiyiikliigiine,

sekline ve elektrik yiikiine baghdir (Mert ve ark., 1997; Mehmetoglu, 2002).

Kan proteinlerinin en Onemlilerinden olan hemoglobinin yapist hem+
globinden olusur. Demir igeren protoporfirin 9'a hem adi verilir. Dort adet hem, bir
globin molekulii ile baglanarak hemoglobini meydana getirir (Williams ve ark.,

1983; Kretzchmar ve Klinger, 1990; Bagpinar ve ark., 1987).

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan bir tripeptit olan
glutatyon (GSH) hemen hemen biitiin hiicrelerde, oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. GSH, protein ve DNA sentezi, hidroperoksit
transportu, proteinlerin siilfhidril gruplarinin devaminin saglanmasi, hiicreleri ve
eritrositleri radyasyon ve serbest radikallerin yikic1 etkilerine karsi
korunmasi, enzim aktivitesinin modiilasyonu, ksenobiotiklerin detoksifikasyonu

gibi pek ¢cok dnemli biyolojik olayda rol alir (Meister, 1984; Lee ve ark., 1993).



Ulkemizde yaygm olarak bulunan kan parazitleri, hayvan ekonomisi agisindan
onemli kayiplara yol agmaktadir. Bu ¢aligmada, babesiosisli koyunlarda Hb tipleri ve
glutatyon diizeylerinin belirlenmesi ve bu parametrelerin hastaligin ortaya c¢ikisi

tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

Ulkemizde ¢ok yaygm olan paraziter hastaliklar ile ilgili pek ¢ok c¢aligma
yapilmugtir. Tiirkiye ekonomisine biiylik darbeler vuran bu hastaliklardan korunmak i¢in
tan1 ve Ozellikle erken teshis olduk¢a onemlidir. Yillardir yogun olarak devam eden
hayvan hareketleri ve hiikiim siiren farkli iklim kosullar1 nedeniyle parazitlerin gelisimi
icin uygun bir ortam olan Tiirkiye’de, evcil hayvanlarda endoparazitlere bagl olarak
meydana gelen paraziter invazyonlara ¢ok sik rastlanilmaktadir (Giiralp ve Simms,

1960; Giiralp ve Simms, 1964).

Sahip oldugu yiiksek koyun populasyonu ile diinya iilkeleri arasinda {ist siralarda
yer alan iilkemiz i¢in koyun yetistiriciligi biiylik ekonomik ©Onem tasir. Paraziter
invazyonlar koyun yetistiriciliginde et, siit, deri ve yapagi verimini diisiirmekte,

dolayistyla iilke ekonomisi biiyiik zarar gérmektedir (Deger, 1996).

Giliniimiizde paraziter hastaliklarin erken teshisinde rutin parazitolojik
muayenelerin yaninda, konak¢min biyokimyasal yapisinda meydana gelen bazi

degisikliklerin tespiti ve serolojik testlerden yararlanilmaktadir.

2.1. Babesiosis

Babesiosis kan emen kenelerle bulastirilan ve Babesia tirii protozoalar
tarafindan meydana getirilen bir protozoon hastaligidir. Babesia soyu Piroplasmida
dizisinin Babesidae ailesi igerisinde yer alan hiicre i¢i parazitlerdir. Biitiin Piroplasmida
dizisindeki etkenlerin yaptiklar1 enfeksiyonlara piroplasmosis adi verilir. Sigirlarda
yasayan Piroplasma’lart ilk defa Babés’in kesfetmesinden dolayi, sebep olduklari

enfeksiyonlara babesiosis ad1 verilir (Bilal, 2005; Mimioglu ve Goksu, 1969).

Koyun ve kegilerin Babesidae enfeksiyonlar1 diinyanin gesitli bolgelerinde
“carceag”, ictero-hematuria, “jaunise”, “koyunlarin malaryal kataral hummasi” ve
“haemoglobinuria” gibi adlar alir. Tiirkiye’de halk arasinda koyun ve kegilerin

piroplasmosis ve babesiosis’ine “agr1”, “agrik”, “agrima”, “sitma”, “kir¢a” denmektedir

(Mimioglu ve Goksu, 1969).



2.1.1. Tarihce

Piroplasmida’lar ilk defa 1888 yilinda Romanya sigirlarinda Babés tarafindan
kesfedildi. 1892’de yine Babés, koyunlarda enzootik hemoglobiniiriye sebep olan
etkenlerin kenelerle nakledildiklerini buldu. Tiirkiye’de 1890’da Nicole ve Adil, sigir
piroplasmalar1 {izerinde etiitler yapt. 1899°da Guglielmi, Italya’da atlardaki
Piroplasmalar: kesfetti. 1900°de Ligniéres Arjantin’de ayni etkenleri buldu. Koch
1904°de, alyuvarlarda basil seklinde parazitler gordii ve Piroplasma bigeminum’un geng
sekilleri olarak kabul etti. Gonder, Nuttall, Graham, Sergent ve arkadaslari, Yakimoff
ve arkadaglar1 bu etkenlerin sistem, biyoloji, bagisiklik ve tedavileri lizerinde ¢aligmalar
yaptl. S0zl edilen bu etkenler Babesidae, Theileridae ve Anaplasmidae ailelerinde

topland1 (Curasson, 1943).

Babesia etkenleri koyun ve kegilerin alyuvarlarinda bulunur. Piroplasma ovis’i
Lestoquard, Cezayir’de: Dschunkowsky ve Luhs Kafkasya’da; Inchiostri, Dalmagya’da
tespit ettiler. Enigk (1956), Almanya’da koyunlarda Babesia motasi ve Theileria
recondita’y1 tespit etti. P. ovis Giiney Avrupa, Akdeniz iilkeleri, Afrika, Rusya, Asya ve
diger tropik ve subtropik bolgelerde rastlanmaktadir. Yurdumuzda Tiizdil (1936), Ozcan
(1961) ve Goksu (1967) tarafindan yapilan aragtirmalara gore babesiosis yerli koyun ve
kecilerde daha sik goriildii.

2.1.2. Etiyoloji

Babesiosis koyun ve kecilerde B. ovis ve B. motasi tarafindan meydana getirilen,
akut, subakut veya latent seyreden, mevsime bagli protozoer bir hastaliktir.
Babesialarin vektorleri 1, 2, 3 konakg¢ili kenelerdir. Bunlar Boophylus spp., Hyalomma
spp., Rhipicephalus spp., Haemophysalis spp., Dermacentor spp. ve Ixodes spp. dir.
Ulkemizde B. ovis ve B. motasi’den ileri gelen babesiosis olgular1 Van ve ydresinde
saptandi. B. ovis, 1-1.5x2.5 p biiyiikliikte, yuvarlak, oval veya armut seklinde eritrosit
icinde tek veya cift olarak bulunur. R. bursa, I ricinus ve D. reticulatus baslica
vektorleridir. B. motasi, 2.5-5x 2.5 p biiyiikliikte, daha cok eritrosit i¢inde armut
formunda bulunur. Haemophysialis spp. ve Rhicephalus spp. tiirii keneler ile bulasir

(Giil, 2002; Bilal, 2005).



2.1.3. Epidemiyoloji

Hastaligin bulasmast ve insidensi kenelerin aktivitesiyle yakindan ilgilidir.

Keneler rutubetli ortamda ve 2627 °C’de ¢ok aktiftirler (Giil, 2002).

Genellikle koyun, kec¢i Babesidae enfeksiyonlart her wk ve her yastaki
hayvanlarda goriiliir. Fakat hastalik koyun ve kegilerde siddetli, kuzu ve oglaklarda
hafif olarak goriiliir. Hastalik Orta Anadolu’da Haziran ve Temmuz aylarinda enzootik
bir durum gosterir. Koyunlarin babesiosisi Makedonya’da da ayni sekilde seyreder

(Angelovski ve ark., 1963).

2.1.4. Patogenez

Babesialar kenelerde transovarial ve transtadial olarak nakledilir. Sekil 1’de
belirtildigi gibi hasta veya latent enfekte hayvanlarin kanindan alinan Babesia etkenleri,
kenelerin sindirim kanalinda serbest hale gecerek bagirsak epitellerine yerlesir ve
cogaldiktan sonra, karin bosluguna dokiilerek tiikiiriik bezlerine ve ovaryumlara gog
ederler. Ovaryumlarda bulunan yumurtalara gegerek nimfleri enfekte ederler. Tiikiiriik
bezleri yoluyla kan emerken saglikli koyun ve kecileri de enfekte ederler. Perifer kana
ulagan etkenler eritrositler i¢ine yerleserek ikiye boliinerek cogalirlar ve eritrositleri
hemolize ederler. Hemolize bagl olarak siddetli anemi, hemoglobinemi, hemoglobiniiri
ve ikterus olusur. Hastaligin akut donemini atlatan koyun ve kecilerde Babesialar
hemapoetik organlara yerleserek Babesia’ya has bagisiklik (premunite) olusumuna
neden olurlar. Premunite gelismis hayvanlarin eritrositlerinde tek tilk Babesia

saptanabilir (Bilal, 2005).

Enfeksiyonu gegirenler bagisiklik kazandigi icin, endemik bdlgelerde dzellikle
kuzu ve oglaklar kolostrumla yeterince antikor alirlarsa enfeksiyona dayanikli olurlar.
Enfeksiyonu alsalar bile ¢cok hafif atlatarak aktif bagisiklik kazanirlar. Bu bagisiklik
eger enfeksiyon niikseder ise kalici olur. Baslangicta etkili bir sagaltim uygulanmissa,
bagisiklik olusmadan protozoonlar hastanin kaninda bir siire kalir, ondan sonra

kaybolurlar. Bu siire 6 ay kadardir, 6 ay boyunca hayvan tekrar duyarl hale gelir. Bir



yillik devre hastaligin gizli seyrettigini gosterir (Alagam ve Sahal, 1997; Imren ve
Sahal, 1997).

Sekil 1. Babesia’nmm biyolojisi.

2.1.5. Semptomlar

Babesiosis akut, subakut ve kronik seyirli olmakla beraber, pratik kosullarda
ates, anemi, ikterus, 6dem ve hemoglobiniiri ile karakterize akut formu goriiliir (Bilal,

2005).

Dogal enfeksiyonlarda 810 giinliik bir inkiibasyon déneminden sonra viicut
sicaklig1 aniden 41-42°C’ye kadar yiikselir ve genellikle 5—6 giin siireyle yiiksek kalir.
Bu donemde durgunluk, istahsizlik, kalp frekansi ve solunum sayisinda artis, siit
veriminde gerileme gibi semptomlar ortaya ¢ikar. B. motasi hafif derecede atese neden
olur. B. ovis koyun ve kecilerde goriilen daha kiigiik protozoadwr (Giil, 2002; Bilal,
2005).

Hastaligin baslangicindan 2-5 giin sonra hemoglobiniiri goriiliir. idrar sar1

kizilimtrak-sarap kirmizist renktedir. Koyunlarda hemoglobiniiri nispeten hafiftir.



Hastaligin baglangicinda hiperemik olan goriilebilir mukozalar ve konjuktivalar anemik
ve ikterik bir goriiniim alir (hemolitik icterus). Anemiye bagli olarak yatma istegi,
giicliikle hareket etme, yavas ve sallantili yliriiyiis, siiriiniin gerisinde kalma, merada
otlamama, cevreyle ilgisizlik, baslarmi egik tutma gibi genel bitkinlik semptomlar1
goriliir. Gebe koyun ve kegiler yavru atar. 7-10 giin i¢inde anemiden 6liim sekillenir.
Killar ve yapagi normal durumlarimi kaybeder, karigik bir hal alir. Piroplazmozun seyri
esnasinda karaciger yetmezlikleri, karacierin perkiisyon sahasmda biiyiime, On

midelerde atoni ve konstipasyon goriiliir (Giil, 2002; Bilal, 2005).

Geng hayvanlarda enfeksiyon subakut seyreder, hafif ates goriilmesine karsin,
hemoglobiniiri yoktur. Subakut ve kronik babesiosis olgularinda sadece ates ve
istahsizlik goriiliir. Kronik olaylar akut veya subakut olaylarin devami sonucu olabilir
veya baglangictan itibaren kronik seyirlidir. Kronik formlar genellikle zayiflamaya
neden olur. Hematolojik bulgular olarak; kan sulu kivamda, iyi pihtilasmaz, plazmada
kizilimtrak renk gozlenir. Eritrosit sayist ve hemoglobin miktar1 azalir (Gil, 2002;

Imren ve Sahal 1997).

2.1.6. Nekropsi

Anemi (kaslar solgun), ikterus (deri alt1, yag doku ve serozalar sar1), seroza ve
mukozalarda petesiel kanamalar, karaciger biiyiimesi, bobreklerde degenerasyon, idrar
kesesinde kirmizi renkte idrar bulunur. Safra kesesi ¢cok dolgun, safra koyu renktedir.
Kronik seyirde zayiflama, anemi ve viicut bosluklarinda transudat birikimi gdzlenir

(Giil, 2002).

Dalak biiylimiis, sismis ve kivami yumusaktir. Bobrekler biliylimiis ve rengi
koyudur. Ayrica glomerulonefritis bulgular1 gozlenir. Epikard altinda ve endokartta
ekimotik kanamalar, perikardial kesede fazla miktarda kanli bir siv1 tesbit edilir (Imren

ve Sahal, 1997).

Akcigerde ddemler ve kiigiik kanama odaklar1 bulunur; rengi grimsi pembedir.
Trachea ve bronslarda kopiiklii bir sivi vardir. Brongial ve mediastial lenf yumrulari

hafif¢e biiyiimiis ve kesit yiizleri irinlidir. Abomazumda miik6z membran kirmizi renkte



olup, kiiciik kanamalar vardir. Bagwsaklarin ve bazen de kolonlarm mukozasi hafif

hiperemik, bazen hemorajik ve siskin goriiniistedir (Mimioglu ve Goksu, 1969).

2.1.7. Tam

Hastaligin akut fazinda periferik kandan hazirlanan siirme kan frotilerinin
Giemsa ile boyanmasi ve mikroskobik muayenesinde Babesialar goriilerek tani konur.
Karaciger ve kalp kapillar kanindan yapilan frotiler 6limden sonra 8. saate kadar iyi
sonuglar verir. Ancak subklinik olgularin tanisinda farkli serolojik testler ve PCR gibi
ileri tan1 teknikleri kullanilir. B. ovis seroprevalans1t ELISA yontemi ile saptanir. Vektor
kenelerde Babesialarin degisik gelisme sikluslar1 steromikroskop altinda yapilan
diseksiyondan elde edilen i¢ organlarindan hazirlanan siirme frotilerin, Giemsa ile
boyanmasi ve immersiyon objektifte muayenesine dayanir. Ayirict tanida, anemi ve
ikterus semptomlariyla seyreden leptospirosis, basiller iktero-hemoglobiniiri, antraks,
puerperal ikterohemoglobiniiri, anaplasmosis ve theileriosis gibi hastaliklar dikkate

almmalidir (Gtil, 2002; Bilal, 2005).

2.1.8. Korunma

Siirli bazinda kene miicadelesi sarttir. Kenelerin aktivite kazandiklar1 sicak
mevsimlerin baslangicinda (Mayis sonu) kene banyosu, yikama veya piiskiirtme
seklinde ilaglama sarttir. Meraya ¢ikan hayvanlarda Flumethrin kullanilir. Ektoparaziter
ila¢c uygulamalar1 4-6 hafta ara ile tekrarlanir. Koyun ve kegiler agisindan ideal olani

Mayis ayinda kirkim sonrasi yaptirilan kene banyosudur (Bilal, 2005).

2.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), viicudun bir¢ok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidan ajanlara karst koruyan bir tripeptitdir (Champe ve Harvey, 1997).
Tabiatta yaygin bir sekilde bulunan bu siilfiirlii bilesik 1921 yilinda Hopkins tarafindan
kesfedilmis ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu zannedilmistir. Ancak 1929



yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tri-peptit oldugu anlasilmis ve 1935

yilinda §-L-glutamil-L-sisteinil-glisin halinde sentezlenmistir (Goziikara, 1997).

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur (0,1 — 10 mM). Glutatyon distilfid (GSSG), GSH’deki sisteinin tiol grubunun
oksidasyonu ile olugsmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’ 1 ii¢te bire yakin miktar: disiilfid
seklinde ve tiol grubu igeren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunur
(Altintag, 2006). GSH, DNA sentezinde ve hasarlit DNA pargalarmin onarilmasinda,
metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale
doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin olasi1 hasarlarinin 6nlenmesinde gorev

yapmaktadir (Chavan ve ark., 2005).

COO
Glisin(Gly) CH,
NH
0=C
Sistein(Cyc) HC-CH,-SH
NH

O0=C
CH,
Glutamat(Glu) CH,
H-CNH;"
COO

Sekil 2. Glutatyonun yapist (Champe ve Harvey, 1997)

2.2.1. Glutatyonun kimyasal ozellikleri

GSH iki peptit bagi, iki karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve bir tiol
grubundan olugsmus bir molekiildir. GSH molekiilinde ¢ok sayidaki hidrofilik
fonksiyonel grubun diisiik molekiil agirlikli atomlarla birlesmesi bu molekiiliin su,
etanol ve amonyak gibi polar c¢oziicliler icinde kolaylikla ¢dzlinmesine neden

olmaktadir (Gdoziikara, 1997).

GSH’ deki en aktif grup tiol grubudur. GSH’daki tiol grubunun oksitlenmesi ile
olusan GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiol grubunun asitligi GSH’ nun kendi



anyonu (RS-) ile sulu c¢ozeltilerde kuvvetlice reaksiyon vermesine sebep olur.

Reaksiyonun olugma siklig1 ortam pH ‘smin artis1 ile dogru orantilidir (Altmntas, 2006).

2.2.2. Glutatyonun biyosentezi

GSH sentezi, L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamilsistein sentetaz enziminin
katalizlemesi ile baslar. Olusan gama-glutamilsistein ve L-glisin {iriinii GSH sentetaz
enziminin katalizorliigiinde GSH’na dondstiiriilir. Bu reaksiyonlar esnasinda iki ATP
harcanir. Ik reaksiyon geri bildirim ile inhibe edilebildiginden hizi belirleyen

basamaktir (Altintas, 2006).

2.2.3. Glutatyonun biyolojik fonksiyonlar

a. GSH, glutatyon peroksidazin 6n maddesidir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), H,O, ve organik hidroperoksitlerin (ROOH)
indirgenmesini katalizler. Yapisinda aktivasyonu icin gerekli olan selenyum vardir ve

stoplazmada bulunur (Akkus, 1995).

GSH-Px
H, O, + 2GSH » GSSG+2H,0

GSH-Px
ROOH+2GSH » GSSG+ROH + H,0

Bu reaksiyonlarda peroksitler indirgenirken rediikte glutatyon (GSH) okside
olmaktadir. Membran fosfolipid hidroperoksitlerini stoplazmada bulunan fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz enzimi katalizler (Reilly ve ark., 1991, Yalg¢in,
1998).

GSH-Px'in, fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlari1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikal

peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini 6nler. GSH-Px aktivitesi
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diisiik olan makrofajlarda zimosanla baslatilan solunum patlamasmi takiben hidrojen
peroksidin salinimmin arttig1 gosterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese
kars1 en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma hidrojen peroksidin

artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar (Akkus, 1995; Reilly ve ark., 1991)
b. GSH, dehidroaskorbat rediiktazin 6n maddesidir.

GSH, dehidroaskorbat molekiiliiniin dehidroaskorbat rediiktaz enzimi
katalizorliigiinde indirgenmesi reaksiyonuna katilmaktadir. Bu tepkime iyi bilinen bir
antioksidan olan askorbatin meydana gelmesini saglamaktadir (Luberda, 2005; Altintas,

20006).

Dehidroaskorbat + 2GSH » GSSG + askorbat

c. GSH, glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun iiriiniidiir.

Glutatyon reduktaz (GSSGR) enzimi, reaktif oksijen iriinleri tarafindan okside
edilen glutatyonu tekrar rediikte forma cevirir. Reaksiyon i¢in nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH)'a gereksinim vardir. Enzim, eritrosit, karaciger ve
bobrekte bol bulunur. Prostetik grup olarak 2 adet flavin adenin diniikleotit (FAD)
icerir. GSSGR icin gereken NADPH'm biiyiik kismi pentoz fosfat gegitinden elde

edilmektedir (Reilly ve ark, 1991).

GSSGR
GSSG + NADPH —» H + 2GSH + NADP"

2.3. Hemoglobin

Hemoglobinler globin proteini ile birlesmis demirli porfirinlerdir. Birbirinden
farkl iki ¢ift polipeptid zinciri igerir (Zubay, 1983) ve bunlar allel olmayan farkli
genlerle kontrol edilirler (Tucker, 1971). Insanlarda ve omurgali hayvanlarda
embriyodan itibaren gelisim boyunca embriyonal hemoglobin (Hb Gower), fotal
hemoglobin (Hb F) ve ergin hemoglobin (Hb A) goriiliir (Kleihauer, 1968).

Yeni dogan yavruda mevcut olan fotal hemoglobin dogumdan dort ay sonra ergin
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hemoglobin haline doniisiir (Lee ve ark., 1971). Embriyonik hayatin baglarinda
hemoglobinin tetramerik yapis1 {>¢; seklinde olup, fotal hayatin seyrinde zeta ({)
nin yerini alfa (a) ve epsilon (&) nun yerini gama (y) alir. Alfa ve zeta zincirleri
141; beta. gama ve delta zincirleri 146 aminoasitten kuruludur ( Zubay, 1983). Hb
A iki alfa ve iki beta zincirlerinden olusur (a2f2) . Diger bir yetiskin hemoglobini
olan Hb A,, total hemoglobinin yaklasik olarak %2 sini olusturur. Hb A,, Hb
A'daki B zincirlerinin yerine delta (8) zincirlerini igerir (o 62) (Zubay, 1983).
Hemoglobin molekiiliiniin dort polipeptid zincirinin her birinde bir hem vardir.
Hem, bir siklik tetrahidropiroldiir, hemgolibinin kirmizi renginden sorumludur.
Tetrapiroller, diizeysel bir halkada dort o metilen kopriisiiyle birbirine baglanmis
dort pirol molekiilinden meydana gelirler. Bu halkanin ortasinda bir ferro demir

atomu vardir.

Hemoglobin, oksijenle reverzibl olarak birlesme yetenegine sahiptir, her bir
hem bolimii bir molekiil oksijen baglayabilir. Hemoglobin, oksijeni
akcigerlerden alarak, periferal dokulara, buradaki CO, ve protonlar1 atilmak {izere
akcigerlere tasir. Periferal dokularda kaybedilen her dort oksijene karsilik iki
proton baglanir. Kanda taginan CO;'nin %15'i hemoglobin molekiiliinde taginir
(Murray ve ark., 1993). Hemoglobin, ili¢ ¢esit allosterik etki gosterir: 1) Bir
heme baglanan oksijen diger hemlere oksijen baglanmasini kolaylastirir. 2)
H" ve CO,, oksijenin hemoglobinden serbest birakilmasini artirir. Bu etki kas
gibi metabolik aktif dokularda oksijenin serbest birakilmasini artirmada fizyolojik
oneme sahiptir. Bunun zidd1 olarak akcigerlerin alveoler kilcal damarlarinda H™ ve
CO, nin serbest birakilmasi, O, tarafindan artirilir. H', CO, ve O, baglanmasi
arasindaki bu allosterik baglantilar "Bohr etkisi" olarak bilinir. 3) Hemoglobinin
oksijene olan affinitesi ayrica 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) tarafindan regiile
edilir. DPG, deoksihemoglobini baglayabilir, ancak oksihemoglobini
baglayamaz. Boylece hemoglobinin oksijene affinitesi zayiflatilir (Stryer,
1988). 2,3-DPG'in insan ve diger memeli tiirlerinde hemoglobin
fonksiyonunu idare ettigi bilinir (Brewer, 1970), ancak koyunda 2,3-DPG’mn
oynadig1 rol ihmal edilebilir, ¢iinkii koyunda alyuvar 2,3-DPG seviyesi ¢ok
disiiktir (<1.0mM/l) ve koyun hemoglobinleri ile 2,3-DPG arasindaki
interaksiyon ¢ok diisiiktiir (Agar ve Roberts, 1979).
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Hemoglobinin a ve B zincirlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar
hemoglobinin biyolojik fonksiyonunu potansiyel olarak etkileyebilirler. Insanda
birka¢ yiiz mutant hemoglobin bilinmektedir, cogu selimdir. Biyolojik fonksiyonu
degistirenler arasinda hemoglobin M, hemoglobin S, deoksihemoglobin S

sayilabilir (Murray ve ark.,1993).

2.3.1. Hemoglobin tiplerinin tespitinde kullanilan elektroforetik

yontemler

Hb varyantlarinin tespitinde esasen alkali tampon (pH 8.6-8.8) kullanilir.
Destek ortam seluloz asetat, nisasta jel, kagit, nisasta blok, agaroz veya

poliakrilamid jel olabilir.

Seliilloz asetat elektroforezi kullanim kolayli§1 ve hizli sonu¢ vermesi

bakimindan genel klinik laboratuvarlarca tercih edilen bir metotdur.

Nisasta jel elektroforezi hemoglobinlerin daha iyi ¢dziilmelerini saglar ve
0zel hematoloji laboratuvarlarinda genis kullanima sahiptir (Williams ve ark.,
1983). Hartl ve Ferrand (1993), nisasta jel elektroforezi kullanarak yabani
tavsanda hemoglobin alfa zincirinin polimorfik oldugunu bulmus ve bu sistemin
iki kodominant allelli otozomal bir gen dokusu tarafindan kontrol edildigini
bildirmislerdir. Nisasta jel eiektroforezinde asidik tamponun kullanildigi da olur.
Ferrand (1989), kendisinden evvel alkali nisasta jel elektroforeziyle calisilarak
monomorfik kanisina varilan tavsan hemoglobini B zincirinin asit nigasta jel
elektroforezi kullanarak polimorfik oldugunu gostermistir. Elektroforezde asit
tamponun kullanilmas1 insanda bazi anormal hemoglobinlerin tespitinde de
kolaylik saglayabilir (Williams ve ark., 1983).

Globin zincir elektroforezi, alkali ve asidik tamponlarin her ikisinde de benzer
mobilite gosteren hemoglobinlerin ayrilmasinda kullanighdir (Williams ve ark.,
1983). Ferranti ve ark., (1991), immobilin poliakrilamid jel elektroforezi
uygulayarak bufaloda hemoglobinin hizli bandi olarak bilinen AA fenotipinin Hbl
ve Hb3 adi verilen iki komponente sahip oldugunu, globin zincir elektroforez analizi
sonucunda ise hemoglobin AA fenotipinin ii¢ bant verdigini (B,a;,03), bunlardan a,, o3

ve katyonik bantlarinin a globin pozisyonunda go¢ ettigini bildirmis, aralarindaki

13



elektroforetik mobilite farkini birbirinden farkli yiiksliz aminoasitierden koken alan

yapisal degisikliklere atfetmislerdir.

2.3.2. Koyunlarda hemoglobin tipleri

Harris ve Warren (1955), normal yetiskin koyunda farkli go¢ hizina sahip iki
hemoglobin tipi bulmus, Evans ve ark. (1956), tarafindan nisasta jel
elektroforezi kullanilarak hizli gé¢ eden tip Hb A ve digeri Hb B olarak
isimlendirilmistir. Ashton ve ark. (1967), tarafindan bu tiplerin otozomal
kodominant (es-baskin) genler tarafindan kontrol edildigi ve AA. AB, BB
fenotiplerini olusturdugu bildirilmis, Hb AA ve BB nin genotipleri sirasiyla
Hb*Hb" ve HbPHb"® sembolii ile gosterilmistir.

Hb C, Hb D koyunlarda nadiren bulunan tiplerdir. Anemik hayvanda (Vliet
ve Huisman, 1964) deneysel olarak aneminin olusturuldugu koyunlarda (Huisman
ve ark., 1958) ve anemik olmayan yetiskin koyunda (Atroshi ve ark., 1979) Hb C
nin mevcudiyeti gozlenmistir. Hb C, elektriksel alanda Hb B ye gore daha yavas
goc eder (Vliet ve Huisman, 1964). Vaskov ve Efremov (1967) tarafindan
sagliklt koyunda Hb D tipi bulunmus ve elektroforetik bakimdan en hizli bant
oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde yetistirilen Kivircik, imroz, Merinos (Saf kan), Merinos (Yarim
kan), Sakiz, Daglic, Ramlig, Ivesi, Orta Anadolu Merinosu, Karayaka,
Akkaraman, Karagiil irk1 koyunlarma ait hemoglobin A ve B genlerinin dagilis1
sirastyla 0.075, 0.922; 0.350, 0.650; 0.70, 0.930; 0.40, 0.960; 0.140, 0.860;
0.114, 0.886; 0.150, 0.850; 0.07, 0.993; 0.151, 0.S49; 0.140, 0.860; 0.000,
1.000; 0.000, 1.000 seklinde tespit edilmistir (Dogrul, 1985). Diger bir
calismada Hb™ ve Hb® frekanslari ivesi, Merinos, Karaman rklarinda ve Merinos
x Karaman, Merinos x Ivesi, Karaman x Ivesi Melezlerinde sirasiyla 0.064,
0.936, 0.081, 0.919; 0.031, 0.969; 0.070, 0.930; 0.129, 0.871; 0.042, 0.958, AA, AB,
BB fenotiplerinin frekanslar1 Karaman irkinda sirasiyla %0.00, %6.25, %93.75 olarak
bulunmus, AA fenotipi sadece Ivesi ve Merinos iklarinda gdzlenmistir (Sosyal,

1983). Ivesi, Kivircik ve Morkaraman koyunlar: {izerinde yapilan bir galismada
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hemoglobin A ve B gen frekanslar1 sirasiyla 0.085, 0.916; 0.079, 0.921; 0.018, 0.982
olarak tespit edilmis, Morkamanlarda AA fenotipine rastlanmamistir (Yaman ve
ark., 1990). Yine ivesi ve Morkaraman wklarmda yapilan bir arastrmada Hb" ve
Hb"frekanslar sirastyla 0.214, 0.786; 0.153, 0.846; AB ve BB tipleri sirasiyla %39.6,
%60.4; %30.8, %69.2 oraninda tespit edilmis, AA tipine Morkaramanlarda

rastlanmamistir (Y aprak, 1992).

2.3.3. Hemoglobin tiplerinin adaptasyon ve hastaliklara mukavemet

iizerine etkisi, fizyolojik farkhihklar

Hemoglobin tiplerinin gen frekanslarinin irklara goére (Dogrul, 1985;
Carr, 1964; Osterhoff, 1965; Vicovan ve Rascu, 1989) ve cografik dagilima
gore degistigi yoniinde sonuglar alinmasi1 (Agar ve ark., 1972), arastiricilari
hayvanlarin  ¢evresel sartlara adaptasyonu ve  hastaliklara karsi
mukavemetinde goriilen farkliliklarin Hb tipleriyle alakali olabilecegi fikrine

gotirmustur.

40° enlemin lizerindeki bdlgelerde yasayan koyunlarda Hb A nin hakim
oldugu bulunmus, sicak bolgelerde Hb Anin dezavantaj olusturacagi ileri
siiriilmistiir (Agar ve ark., 1972). Agar ve Seth (1971), bu fikre uygun olarak
Hindistan'in nispeten kurak bolgelerinde Hb B tasiyan koyunlarin daha iyi
adapte oldugunu, Evans ve Blunt (1961), ise koyunlarda Hb A ve Hb AB'nin Hb
B'ye gore kuraklik, sicaklik ve parazitlere kars1 avantaj sagladigini bildirmislerdir.
Sharabi 1rki sigirlarda hemoglobin genotipinin viicut 1s1s1 ve sicaklifa kars1 tolerans

iizerine 6nemli etkiye sahip oldugu bildirilmistir (AI-Timemi ve Murrani, 1990).

Ingiltere'nin farkli bolgelerinden 33 koyun irkinda Hb tipleri incelenmis,
deniz seviyesine yakin yerlerde yasayanlarda hemoglobin A geni diisiik, daglik

bolgelerde ise yiiksek frekanslarda goriilmiistiir (Evans ve ark. 1958).

Chan (1968), Dassat (1964), ise daglik bolgelerde yasayan koyunlarda Hb
B'nin hakim oldugunu bildirmislerdir. Farkli irk ve ¢evresel sartlarin bu farkli

sonuglarda etken oldugu hatira gelmektedir. Bir arastirmada yerli Romen
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koyunlar1 (Palas Merinos, Transilvanya Merinosu, Spanca, Tsigai, Turcana,
Karakul), ithal irklar (Avustralya Merinosu, Romney Marsh, Drysdale
Koriedale, Polwarth, Finnish Landrace) ve et-yapagi, dogurganlik yoniinde
olusturulan iki hatta Hb allel frekanslari incelenmis, A allelinin frekansinin ithal
rklarda yerli wrklara nazaran 6nemli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayni
calismada A allel frekansinin yaslilarda genclere nazaran daha diisiik oldugu
tespit edilmistir (Vicovan ve Rascu 1989). Koken aldigr bolgeden
uzaklastirilarak farkli bir ¢evreye yerlestirilmesi halinde irklarda hemoglobin gen
frekanslarinda zamanla degisiklik meydana gelmektedir (Evans ve Blunt, 1961;

Vallejo ve ark., 1978).

Bazi1 hemoglobin tipleri hayvanlarin bazi1 hastaliklara karsi mukavemetinde
avantaj saglamaktadir. Hb A tasiyan koyunlarin Hb B'ye nazaran anemiye karsi
tolerans gosterdigi bulunmustur (Huisman ve Kitchens, 1968). Bilindigi iizere
paraziter  hastaliklar hayvanlarda olusan aneminin kaynagini teskil
edebilmektedir. Bazi hemoglobin tiplerinin hayvanlar1 bazi parazitlere karsi
daha direngli kilmas1 hemoglobin tipi-anemiye tolerans iligkisi hakkinda ag¢iklik
getirmektedir. Hemoglobin A tasiyan koyunlarin B 'ye goére Haemonchus
contortus'a karsi daha direngli oldugu bildirilmistir (Altaif ve Dargie, 1978).
H. contortus invazyonuna direngli Florida koyunlarmda Hb* geni frekansi,
hemoglobin miktar1 ve hematokrit degeri yliksek, buna karsin direncin diisiik oldugu
Rambouillet koyunlarinda Hb® geni frekans: yiiksek, hemoglobin miktar1 ve

hematokrit degeri diisiik bulunmustur (Jilek ve Bradley, 1969).

Endemik parazitlerin (Babesia) yol ag¢tig1 anemi ve kurak iklimiyle bilinen
Apuha'da Leceese koyunlarinda yapilan bir calismada hemoglobin fenotipiyle PCV
(hematokrit degeri) ve hemoglobin igerigi arasinda iliski tespit edilmis, Hb B
tastyan koyunlarin kan vizkositesinin daha diisiik ve anemiye karsi toleransinin
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Pieragostini ve ark., 1993). Anemiye tolerans
bakimindan farklt Hb tiplerine isaret edilmesi anemiyi olusturan parazitlerin

farkli olmasinin getirdigi bir sonug gibi gériinmektedir.

Homozigot hemoglobin tiplerini tasiyan sigirlarda heterozigot tiplilere

gdre mastitis goriilme sikl1gin1n daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Pil'ko, 1987).
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Hemoglobin tiplerinin kan hacmi ve PCV degerleri (Dawson ve Evans
1965), oksijen affinitesi (Dawson ve Evans, 1962), hipoksiye kars1 direng (Evans,
1966), kanmn bakir seviyeleri (Wiener ve ark., 1974), alyuvar potasyum
konsantrasyonlar1 (Agar ve ark., 1972, Evans ve ark., 1956) ve eritrosit rediikte
gutatyon seviyelerini etkiledigi bildirilmistir (Rizzi ve ark.,1988). Bu fizyolojik
farkliliklarm Hb tipleri ile adaptasyon ve bazi verim Ozellikleri arasindaki

iliskilerde etken oldugu muhtemeldir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan materyali

Van Ozalp Ilgesi bir isletmeci elinde bulunan ortalama 1.5-2 yaslarinda
parazitolojik ve klinik olarak babesiosis tanis1 konulan 50 ve saglikli 20 Akkaraman

koyun bu ¢alismada hayvan materyali olarak kullanild1.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Elektroforez Tanki (Helena Lab- 4063)

Gli¢ kaynagi (Helena Lab -1511)

Selliiloz asetat kartlar1 (Helena Lab - Titan III)

Tiip (Ependorf)

Cam Tiip (Antikoagulantli)

Spektrofotometre (Perkin-Elmer Lambda 1 A UV \ VIS)
Sogutmal1 Santrifuj (Heraeus Sepatech Minifuge RF)
Vorteks (MS2 Minishaker)

Hassas Terazi,(Bosch S 2000)

Otomatik pipet (Socorex micropipette )

Otomatik pipet (Socorex macropipette)

Derin dondurucu (Ugur)

Stizgec kagidi No.42 (Watman)

Plastik santriifiij tiipleri

Helena Lab — 1261 Dansitometre
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3.1.3. Kimyasal maddeler

Giemsa Solusyonu

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Merck)
Sodyum kloriir NaCl (Merck)
5,5’ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma)
Metafosforik asit (H,PO3) (Merck)

Di-sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4) (Merck)
Triklor asetik asit (TCA) ( Merck)

Glasial asetik asit (CH;COOH) (Merck)
Stilfosalisilik asit ( SSA) ( Sigma)

Ponceau S Stain (Merck)

Clear aid (Merck)

Metanol (CH3;OH (Merck)

Disodyum fosfat (Na,PO,) (Merck)

Sodyum sitrat (Sigma)

Electra HR® Buffer (Cat. No. 5805)

3.2. Yontem

3.2.1. Paraziter ve klinik muayene

Beden 1s1s1 40-42°C olan, anemi, ikterus, goriinen mukozalarda petesiel kanama
ve  hemoglobinliri  semptomlar1  goOsteren  babesiosis  siipheli  koyunlarin
V.auricularis’inden kan alinarak siirme kan frotisi hazirlandi. Periferik kandan
hazirlanan stirme kan frotileri 5 dakika siireyle metil alkolde tespit edildi. Tespit edilen
frotiler % 5’lik Giemsa boya soliisyonu ile laboratuar ortaminda 30 dakika siireyle
boyand1 ve yikanip kurutulduktan sonra immersiyon objektifte muayene edildi.
Mikroskopik bakida eritrositler i¢inde kenara yakin kisimlarda 1.2—-1.5 pm biiyiikliikte

tek veya cift armut formunda ya da daha degisik Piroplasma formlar1 goriildii.
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3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Kan 6rnekleri, her koyunun Vena jugularis’inden kantillerle dogrudan heparinli

10 cc’lik cam tiiplere alind1.

3.2.3. Kan glutatyon analiz metodu

Prensip:

Eritrositlerin biitiin non-protein siilfidril gruplari, indirgenmis GSH seklinde
bulunur. 5,5’ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit, siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte
edilmis bir disiilfit bilesigidir. Olduk¢a sar1 renkli anyon olustururlar. GSH madde
miktar1 bu sar1 bilesigin 412 nm dalga boyunda optik dansitesi saptanarak
degerlendirilir (Beutler ve ark., 1963).

Ayrraclar:

1. Presipitasyon soliisyonu (Coktiiriicii ¢ozelti): 1.67 g meta fosforik asit, 0.2 g
EDTA sodyum tuzu ve 30 g NaCl tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Son hacim
distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2. Fosfat Soliisyonu: 5.34 g Na,HPO, (disodyum fosfat) tartilarak bir miktar
distile suda ¢oziiliir. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. Bu soliisyon
kiiflenmedigi siirece kullanilabilir. +4 °C’de saklandiginda kristallenme olursa 1sitilarak
eritilebilir.

3. DTNB ( Elman’s Ayirac1): 40 mg DTNB, 1g sodyum sitrat tartilarak bir

miktar distile suda ¢6ziiliir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Deneyin yapihsi:

Tiim kandaki GSH tayini, kan alindiktan sonra 24 saat icinde Beutler ve ark.
(1963), bildirdigi metoda gore spektrofotometrik olarak yapildi.

Bir deney tiipiine, heparinli tiim kandan 200 ul alindi. Uzerine 1.8 ml distile su

eklendi. Meydana gelen hemolizat iizerine 3 ml presipitasyon soliisyonu ilave edilerek
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karstirildi. Bes dakika beklendikten sonra, bu karigim baska bir tiipe siiziildii. Elde
edilen siizlintiiden 2 ml’si bir basgka tiipe aktarilarak {izerine 8 ml fosfat soliisyonu ve 1
ml DTNB ayrraci ilave edildi, spektrofotometrede kore karst 412 nm dalga boyunda

absorbanslar1 okundu.

Blank olarak 200 pl distile su almarak ayni iglemler sirasiyla yapildi. Standart
olarak ise GSH (40 mg\ 100 ml distile su) ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
200 pl alind1 ve yukarida ki islemler ayni siraya gore yapildi.

Elde edilen sonuglar mg/dl tiim kan olarak hesaplandi ( Anderson, 1998)

3.2.4. Hemoglobin tip tayin metodu

Prensip:

Kanm alyuvarlarinda mevcut olan hemoglobinlerin kalitsal yapidaki polimorf
ozelliklerinin, selliiloz asetat kagitlarinda, dogru akim giicii ile ayristirilmas: esasina

dayanir (Apaydin, 2006).

Hemolizat hazirlanmasi:

Hb tip tayini kan hemolizatinda yapildig1 i¢in, alman kan 6rnekleri 15 dk 3000
rpm’de santrifiij edilerek alyuvarlardan ayrilan ve {istte toplanan plazma, mikro pipet ile
her bir 6rnek i¢in ayr1 ve temiz bir pipet ucu kullanilarak ayrilmistir. Plazmanin tiipte
kalan kism1 tamamen uzaklastirildiktan sonra dipte kalan alyuvarlar, plazmadan
arindirilmasi i¢in fizyolojik tuzlu su ile yikanmistir. Bu amagla uzun kaniillii bir siringa
yardim ile tiipiin tabanindan hafif siddette fizyolojik tuzlu su verilerek alyuvarlar
siispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyon 3 defa serum fizyolojik (%0.9’luk NaCl)
ile 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve iistte toplanan sivi, su trombu yardimiyla
atilmistir. Ugiincii yikamadan sonra serum fizyolojik uzaklastirilinca hemolizata esit
hacimde distile su (H,O) eklenmistir. Elde edilen hemolizatlar elektroforetik analizlerde

kullanilincaya kadar derin dondurucuda -20°C’de saklanmistir (Aygiin, 20006).
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Elde edilen hemolizatlarda Hb tip analizleri Yiiziincii Y1l Universitesi Arastirma

Hastanesi Biyokimya Laboratuari’nda yapildi.

3.2.5. Selliiloz asetat elektroforezi ile eritrositlerde Hb tiplerinin tayini

Ayrraglar:

1. Tampon Solusyonunun Hazirlanmasi: pH’s1 8.6-9.0 olan Electra HR™

Buffer (Cat. No. 5805) 750 ml distile suda eritildi.

2. Clear Aid Solusyonu: Clear aid (Cat. No. 5005) polyethylene glycol igerir.
30 birim glasial asetik asit, 70 birim metanol ve 4 birim Clear aid’in karigimi sonucu

elde edildi.

3. Ponceau S Stain: Bir paket Ponceau S Stain 1 It distile suda eritildi. % 3.5
triklorasetik asit ve % 3.5 siilfosalisilik asitin sulu solusyonunda 250 ml % 0.50

Ponceau S igerir.

Elektroforetik analizin yapihisi

e Gerekli ayiraglar hazirlad.

e Selliiloz asetat kart1, pH’s1 8.6-9.0 olan barbital buffer ve tris iceren tampon
soliisyonunda (Electra HR Buffer Cat No. 5805) karta negatif yiik yiiklemek igin 20
dakika bekletildi.

e Bekleme sonucunda alman asetat karti kurutma kagidi arasinda hafifce

kurutuldu.

e Yiiriitme tankinin + ve — kutuplarinin oldugu bdlmelere 100°er ml (2/5°1
kadar) ayn1 tampon soliisyonundan konuldu. Filtre kagid1 yardimiyla yiirlitme tanki ile

tampon soliisyonu arasinda temas saglandi.

e Senter applikatdr yardimiyla selliiloz asetat kartinin selliiloz kismina 810 pl

hemolizat uygulandi.
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e Selliilloz asetat kartinin selliiloz kismi asag1 gelecek sekilde yiiriitme tankina

konulan filtre kagitlarinin lizerine yerlestirildi ve lizerine kaymamasi i¢in lam birakild.

e Yiiriitme tankinin kapagi kapatildi, 350 V’ da 25 dakika bekletildi.

Boyama islemi

Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra selliiloz asetat kart1 lam sepetine alinip,
strastyla su iglemlere tabi tutuldu.

e Ponceau S soliisyonunda 6 dakika bekletildi.

o % 5’lik glasial asetik asitte ikiser dakika siireyle ii¢ defa bekletildi.

e % 100’lik metanolde ikiser dakika siire ile iki defa bekletildi.

e 5-10 dakika (7 dakika tercih edilir) siire ile Clear Aid soliisyonunda
bekletildi.

e Selliiloz asetat kart: 15 dakika siire ile 50—60 °C’de etiivde bekletilerek, kart
seffaf hale getirildi.

Hemoglobin tiplerinin okunmasinda elektroforetik go¢ hizlar1 dikkate alind1. Ug
Hb tipi (AA, AB, BB) ve iki allel Hb" ve Hb® saptandi. Asagidaki sematik diyagramda
goriildiigii gibi hizli giden tip HbA, yavas giden ise HbB olarak tamimland: (Ustdal,
1976, Yur ve ark.,1998).

AA AB BB
Sekil 3. Hemoglobin tiplerinin elektroforetik go¢ hizlar
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3.3. istatistik Analiz

Elde edilen tiim veriler t-testi metoduyla istatistiksel olarak yorumland:.

24



4. BULGULAR

Babesiosis’li ve saglikli Akkaraman koyunlarna ait glutatyon degerleri Cizelge

1’de, hemoglobin tipleri Cizelge 2’de verildi.

Cizelge 1 incelendigi zaman glutatyon seviyesinin, saglikli Akkaraman
koyunununda 22,45+0,50 mg/dl iken, babesiosisli hayvanlarda 12,43+0,40 mg/dl
diistiigii goriilmekte olup, bu diislis (p<0.001) diizeyinde istatistiksel 6nem gosterdi.
Grup i¢indeki hayvanlara ait glutatyon degerlerinin ortalamasi dikkate alinarak yapilan
degerlendirmede, hasta ve saglikli hayvanlarin diisiik glutatyon ve yiiksek glutatyon

tipleri arasinda 6nem bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 1. Babesiosis’li ve sagliklt Akkaraman koyunlarmin glutatyon degerleri

h H

GSH (mg/dl) GSH GSH
n X+SD n o (mg/d) n o, (mg/dD)
X+SD X+SD

Babesiosis’li

Akkaraman s, 15 435040% 19 38 11232023 [31 62 14,30£0,20
koyun

Saghkh

Akkaraman ;) 451050 |11 55 20802020 |9 45 2436:061

koyun

*p<0.001, hasta ve saglikl1 grup arasinda
p>0.05, gruplar i¢inde

GSH": Diisiik gulutatyon

GSH": Yiiksek gutatyon

Cizelge 2 hemoglobin tip tayini agisindan incelendigi zaman babesiosis’li 50
Akkaraman koyununun 49 tanesinin HbAA, 1 tanesinin HbAB genotipinde oldugu ve
HbBB genotipinin bulunmadig1 tespit edildi. Saglikli hayvanlarin tamamimnin ise HbAA

genotipine sahip oldugu saptandi.
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Cizelge 2. Babesiosis’li Akkaraman koyunlar1 ve saglikli Akkaraman koyunlarmnin
hemoglobin tipleri

Hemoglobin Tipleri

n HbAA HbBB HbAB

Babesiosis’li
Akkaraman 50 49 - 1
koyun

% 98 % 0 % 2
Saghkh
Akkaraman 20 20 0 0
koyun

% 100 % 0 % 0
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AA AA AA AA AA AB AA AA

Sekil 4. Babesiosis’li Akkaraman koyunlarinin hemoglobin genotiplerinin
elektroforegrami
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AA AA AA AA AA AA AA AA
Sekil 5. Saglikli Akkaraman koyunlarin hemoglobin genotiplerinin elektroforegrami
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Van’im Ozalp Ilgesinde bir isletmecinin elinde bulunan,
Babesiosisli ve saglikli Akkaraman koyunlarmin tiim kan glutatyon degerleri ve
hemoglobin tipleri tespit edilerek, hasta ve saglikli hayvanlar arasinda s6z konusu

parametreler agisindan herhangi bir farkliligin olup olmadig arastirildi.

Organizmada pek cok onemli fonksiyonlara katilan GSH konsantrasyonunun
ozellikle koyunda, farkli bimodal dagilim gdsteren bir ¢ift otozomal gen tarafindan
kontrol edildigine dair caligmalar yapilmistir (Rizzi ve ark., 1988; Atroshi, 1979; Reddy
ve Krishnan, 1986a; Jain ve ark., 1977). Ancak bu genin etkisinin metabolizmanin
cesitli yerlerinde etki eden c¢evresel, fizyolojik ve genetik faktorlerden

etkilenebildigi bildirilmistir ( Atroshi, 1979; Zanotti-Casatti ve ark., 1990).

Koyunlarda yapilan g¢alismalarda glutatyonun genel olarak genetik kontrol
altinda polimofik bir yapiya sahip oldugu, yliksek glutatyon diizeyine sahip olan
koyunlarda 100 ml eritrosite diisen miktarin 72-96 mg, diisiikk olanlarda ise 29-31 mg
oldugu bildirilmektedir (Emekg¢i, 2008).  Bazi  arastiricilar  tarafindan, GSH
konsantrasyonunun kalitimla nesilden nesile aktarilabilen bir 6zellik olduguna dair
calismalar yapimistir (Best, 1966; Atroshi, 1979; Jain ve ark., 1977). GSH
konsantrasyonu farkli hayvan tiirlerinde, farkli dagilim gosterir. Sigwlarda GSH
konsantrasyonu tek bir gen tarafindan kontrol edilmekteyken, koyunlarda bimodal
dagilim gostermektedir. E.M. Tucker'm smir olarak belirledigi 55 mg/100 ml
seviyesinin iistinde GSHa sahip olanlar yiiksek (GSH") altnda olanlar ise diisiik
(GSH") olarak nitelendirilmektedir (Atroshi, 1979). Buna gore, Massese wrkinda
Rizzi ve ark., (1988), Fin irkinda Atroshi (1979), Merinos rkinda Kalaycioglu (1984),
Yaman ve ark. (1987a) ve Yaman ve ark. (1987b), Ramli¢ irkinda Camas ve ark. (1987)
ve Mandya-Madras koyunlar1 ve bunlarin melezlerinde Reddy ve Krishnan (1985) ve
Reddy ve Krishnan (1986b), glutatyon konsantrasyonunun bimodal dagilim gosterdigini

ve bir ¢ift gen tarafindan idare edildigini bildirmektedirler.

Hayvanlarin sahip olduklar1 genetik 06zelliklerin, GSH konsantrasyonu
iizerindeki etkilerinin arastirildigi c¢aligmalarda HbAA fenotipine sahip olan

koyunlarda (Rizzi ve ark., 1988, Thiagarajan ve GovindaRao, 1993a, Thiagarajan ve

29



GovindaRao, 1993b) ve TfBC fenotipine sahip olanlarda GSH konsantrasyonunun
daha fazla oldugu sonucuna varimistir (Atroshi, 1979). Ancak, Zanotti-Casati ve ark.
(1990), GSH konsantrasyonunun genetik markerlerden etkilenmedigini, sadece

cevresel ve fizyolojik sartlardan etkilendigini ileri siirmektedirler.

Kan parazitleri eritrositlerde hasara ve buna bagli olarak gelisen oksidatif stresin
bir sonucu olarak lipit peroksidasyonuna neden olmaktadirlar. Babesia tiirleri
eritrositleri hemoliz ederek anemiye neden olur. Lipit peroksidasyonu antioksidan
sistemlerin miktarin1 azaltir. Parazitlerin neden oldugu lipit peroksidasyonuna karsi
hiicreleri korumakla gorevli olan antioksidan sistemler vardir (Dede ve ark., 2000;

Bigek ve ark., 2005)

GSH, serbest radikal artisina ve lipit peroksidasyonu olusumuna bagl olarak
meydana gelen iiriinlerle kolayca reaksiyona girerek, metebolizma i¢in zararli olan bu
iiriinlerin ortamdan uzaklastirilmasinda gorevli giiclii bir antioksidandir (Anderson,

1998).

(Caligmamizda, babesia tiirleri ile enfekte 50 Akkaraman koyununun glutatyon
diizeyleri, ortalama 12,434+0,40 mg/dl ve 20 adet saglkli Akkaraman koyununun
glutatyon diizeyleri, ortalama 22,45+0,50 bulundu. Hasta hayvanlar i¢in 12,43+0,40
mg/dl ve saglikli hayvanlar i¢in 22,45+0,50 mg/dl’yi smir kabul ederek, bu deger ve
alt1 diisiik glutatyon tipli (GSH"), bu degerin tizerinde olanlar1 yiiksek glutatyon tip
(GSH™) olarak belirledik. Bu ayrima gére hasta hayvanlarin % 38’nin GSH™na
(ortalama 11,23+0,2273 mg/dl n=19 ) ve % 62’sinin GSH" na (ortalama 14,30+ 0,20
mg/dl n= 31) sahip oldugu bulundu. Saglikli hayvanlarin, % 55’nin GSH" (ortalama
20,89+0,29 mg/dl n=11) ve % 45’nin GSH" (ortalama 24,36+0,61 mg/dl n=9) oldugu
tespit edildi. Bu sonuglara gore hasta ve saglikli hayvanlarin GSH diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak onem saptand1 (p<0.001). Ancak gerek hasta gerekse saglikli bireyler
arasinda grup i¢inde yiiksek ve diisiik GSH tiplerinde istatistiksel dnem bulunamadi

(p>0.05).

Bigek ve ark. (2005), babesia tiirleri ile enfekte koyunlarda bazi biyokimyasal ve
kan parametreleri lizerine yaptiklar1 ¢calismada, GSH degerinde kontrol grubuna gore

hasta hayvanlarda 6nemli oranlarda diisme oldugunu saptadilar.

30



Dede ve ark. (2000), baz1 endoparazitlerle (Fasciola sp. + Trichostrongyldae sp.
+ Eimeria sp.) enfekte koyunlarda tiim kan glutatyon ve serum vitamin C diizeylerini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, bakilan parametrelerin parazitli grupta , kontrol grubuna

gore onemli (p<0.05) oranda azaldigin1 tespit ettiler.

Eritrosit lipit peroksidasyonunun arastirildig: bir baska ¢aliymada, Bhabani ve
ark. (1999), kontrol grubu ile akut Malaria Falciparum 'lu hasta grup arasinda eritrosit
GSH miktar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugunu, hasta gruptaki

GSH diizeylerinin anlamli derecede diistiigiinii buldular.

Babesia tiirleri eritrositler i¢inde geliserek cogalan ve eritrosit yikimu ile lipit
peroksidasyonuna neden olan endoparazitlerdir. Calismamizda, hasta grubun GSH
seviyesinin, saglikli hayvanlara gore anlamli diizeyde diistik (p<0.001) bulunmasi lipit

peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan zararli tirlinlerin arttigin1 gosterir.

Hayvanlarin sahip olduklar1 genetik karakterlerin, onlara bazi hastaliklara
kars1 direngli olmalar1 agisindan olumlu getirilerinin olduguna dair caligmalar
yapilmistir. Bazi hemoglobin tipleri hayvanlarin baz1 hastaliklara kars1
mukavemetinde avantaj saglamaktadir. HbA tasiyan koyunlarin HbB'ye nazaran
anemiye karsi tolerans gdsterir (Huisman ve Kitchens, 1968). Bilindigi iizere
paraziter  hastaliklar  hayvanlarda olusan aneminin kaynagini teskil
edebilmektedir. Bazi hemoglobin tiplerinin hayvanlar1 bazi parazitlere karsi
daha direngli kilmas1 hemoglobin tipi-anemiye tolerans iligkisi hakkinda ag¢iklik
getirmektedir. HbA tasiyan koyunlarin B 'ye gore Haemonchus contortus'a karsi
daha direng¢li oldugu tespit edildi (Altaif ve Dargie, 1978). H. contortus
invazyonuna direngli Florida koyunlarmda Hb* geni frekansi, hemoglobin miktar:
ve hematokrit degeri yiiksek, buna karsin direncin diisiik oldugu Rambouillet
koyunlarnda Hb® geni frekans1 yiiksek, hemoglobin miktar: ve hematokrit

degerinin diistligii saptand1 (Jilek ve Bradley, 1969).

Endemik parazitlerin (babesia) yol a¢tigi anemi ve kurak iklimiyle bilinen
Apuha'da Leceese koyunlarinda yapilan bir calismada hemoglobin fenotipiyle PCV
(hematokrit degeri) ve hemoglobin igerigi arasinda iliski tespit edilmis, Hb B

tastyan koyunlarin kan vizkositesinin daha diisiik ve anemiye karsi toleransinin
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daha yiiksek oldugu bildirildi (Pieragostini ve ark., 1993). Anemiye tolerans
bakimindan farklt Hb tiplerine isaret edilmesi anemiyi olusturan parazitlerin

farkli olmasinin getirdigi bir sonug gibi gériinmektedir.

Homozigot hemoglobin tiplerini tasiyan sigirlarda heterozigot tiplilere

gore mastitis goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Pil'ko, 1987).

Bu caligmada, 50 Adet babesiosisli Akkaraman koyunun, 49 tanesi HbAA
genotipinde, 1 tanesi HbAB genotipinde bulundu ve HbBB genotipi tespit edilemedi. 20
Adet saglikli Akkaraman koyununun tamammin HbAA genotipinde oldugu tespit
edildi (Cizelge 2 ). Bu sonuglara dayanarak babesia enfeksiyonuna direng gosteren veya
yatkin olan Hb tipinin varligin1 gosterebilmek ve kesin sonuca varabilmek i¢in daha ileri

ve kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanisina varildi.

Kisaca bu ¢alismamizdan elde ettigimiz verileri su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Hasta ve saglikli gruplar arasinda GSH agisindan 6nemli fark bulundu.

2. GSH hastalarda diisiik bulundu.

3. Bunun nedeni olarak lipid perokidasyonununda artmasi ile birlikte koruyucu olarak
GSH ‘nun harcandig: diisiiniilebilir.

4. Hb tip olarak sadece bir tane hasta hayvanda HbAB genotipi saptandi.

5. Diger hasta hayvanlar ve saglikli hayvanlarin tamammin HbAA genotipinde oldugu
tespit edildi.

6. Bu durumda hastaliga diren¢ veya yatkilik agisindan akkaraman koyunlarda Hb
genotpinin 6nemini ortaya koymak i¢in daha genis caligsmalara ihtiya¢ oldugu kanisina

varildL
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OZET

Sanh U, Babesiosisli koyunlarda hemoglobin tipleri ve gutatyon diizeylerinin arastirilmas, Y. Y. U.
Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2008. Van’in Ozalp
[lgesinde bir isletmecinin elinde bulunan, babesiosisli ve saglikli Akkaraman koyunlar1 {izerinde yapilan
bu calismada, hemoglobin tipleri ve glutatyon diizeyleri tespit edilerek herhangi bir farkliligm olup
olmadig1 arastirildi. Koyunlardan usuliine uygun sekilde kan ornekleri alindi.Tiim kanda glutatyon
diizeyleri, ¢ikarilan hemolizatta ise hemoglobin tipleri saptandi. Glutatyon degerleri saglikli koyunlarda
ortalama 22,45 mg/dl, hasta hayvanlarda ortalama 12.43 mg/dl saptandi ve istatistiksel olarak ( p<0.001)
onemli farkliliklar bulundu. Elde edilen ortalama GSH diizeyi diisiik ve yliksek GSH i¢in referans kabul
edildi. Saglikli ve hasta hayvanlarm GSH" ve GSH" yiizdeleri arasinda fark bulunamadi. Saglikh
koyunlarin  hemoglobin genotip % frekansi HbAA=100, HbBB=0, HbAB=0, hasta koyunlarin
hemoglobin genotip % frekanst HbAA=98, HbBB=0, HbAB=2 olarak saptandi. Sonug olarak parazitik
hastaliklarda diisiik glutatyon diizeyi genetik bir marker olmaktan ziyade antioksidan bir parametre
oldugu ve babesia enfeksiyonuna direng gosteren veya yatkin olan Hb tipinin varligin1 gosterebilmek ve

kesin sonuca varabilmek i¢in daha ileri ve kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu sonucuna varild.

Anahtar Sézciikler: Glutatyon, Hemoglobin, Akkaraman Koyun, Babesia
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SUMMARY

Sanh U, Investigation of hemoglogin types and glutathione levels in Babesia infected sheep, Y.Y.U.
Health Science Institute Department of Biochemistry, The Thesis of Master of Science, Van, 2008.
In this study, it has been investigated determination of hemoglobin types and glutathione levels and
whether there are any differences between in Babesia infected and healthy Akkaraman sheep originated
from Van- Ozalp region. The blood samples were collected from infected and healthy sheep. The reduced
glutathione levels were analyzed whole blood, and hemoglobin types were determined blood hemolysate.
The reduced glutathione levels were determined in healthy and Babesia infected sheep 22,45 mg/dl, 12,43
mg/dl, respectively. The statistically important difference were obtained ( p<0.001). Obtained average
GSH levels were assigned reference for GSH" and GSH" , according to this parameters, there are no
difference between healthy and infected sheep. The hemoglobin phenotype frequencies were established
in healthy sheep HbAA=100, HbBB=0, HbAB=0, and, in infected sheep HbAA=98, HbBB=0, HbAB=2.

Finally it is concluded that in the parasitic ilnesses lower level of gulitation is an antiaksidant parametre
rather than being a genetic marker and in order to reach a clear cut conclusion and show the subsistence

of Hb type that resists or resembles the babesia infection,further studies are needed.

Key Words: Glutathione, Hemoglobin, Babesia, Akkaraman sheep
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