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SIMGELER VE KISALTMALAR
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PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimer Zincir Reaksiyou)
KI : Potasyum iyodiir
°C : Santigrat derece

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
NaOH : Sodyum hidroksit

NaCl : Sodyum kloriir
SX : Standart sapma
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TP : Total Protein
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1. GIRIS

Kenelerin aktif oldugu yaz aylarinda theileriosis, babesiosis ve anaplasmosis
vakalarma {ilkemizde siklikla rastlanilmaktadir. Bu hastaliklardan babesiosis bir
protozoon hastalig1 olmakla beraber tropik, subtropik ve hatta iliman bolgelerde yaygin
olarak goriiliir. Ulkemizde ise sig1r, koyun ve kegilerde goriilmekte ve biiyiik ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (1, 2).

Kandaki azotlu maddeler, organik ve inorganik N iceren bilesiklerden olusur.
Bunlarin i¢inde proteinler dnemli yer tutarlar. Farkli ¢oktiirme teknikleri ile kanda
albumin, globulin, fibrinojen gibi proteinler saptanirken, elektroforetik tekniklerin
gelismesiyle 20°den fazla protein aywrt edildi. Bdoylelikle proteinlerin yapilari,
hastaliklarla iligkileri agiklandi (3).

Canli hiicrelerin 6nemli komponentleri olan proteinler, hidrolize olduklarinda
aminoasitlere parcalanirlar. Cok sayida aminoasit yan yana dizilip bir birine peptid
baglar1 ile baglanirsa, zincir uzunlugu 100—-1000 aminoasit tarafindan teskil edilen,
molekiil kiitleleri 10.000°den 100.000’in {izerinde proteinler meydana gelir. “Protein”
kelimesi, Berzelius tarafindan kuruldu ve ilk defa (1840) Mulder’in kitabinda
kullanilarak, yunancada “ilk planda yer alirnrm” anlamima gelen, proteuo kelimesinden

tiiretildi (4).

Elektroforez, yiiklii partikiillerin bir elektrik akimimin etkisi ile birbirlerinden
ayrilmasi olayidir (5). Bir iyonun go¢ hizi, tatbik edilen elektrik akimina, iyonun
biiyiikliigiine, sekline ve elektrik yiikiine baghdir (6). Sicaklik, pH, kullanilan tampon,
akigkanlik, elektriksel alanin siddeti, iyonik gii¢, siirtiinme katsayisi, molekiiliin

kimyasal yapist, net yiik, biiyilikliik ve akimin cinsi molekiillerin gé¢ hizini etkiler (7).

Ulkemizde yaygin olarak bulunan kan parazitleri, tarrma dayali ekonomi
acisindan dnemli kayiplara yol agmaktadir. Bu calismada babesiosisli koyunlarda serum
protein diizeyleri ve proteinlerin elektroforetik ayrimi yapilarak, albumin, o, oz, B, v-

globulin ve bantlarinin saptanmasi ve degiskenligi arastirildi.



2. GENEL BIiLGIiLER

Ulkemizde ¢ok yaygin olan paraziter hastaliklar ile ilgili pek ¢cok yaym yapildu.
Tiirkiye ekonomisine bilyiik darbeler vuran bu hastaliklardan korunmak i¢in tani ve
ozellikle erken teshis olduk¢a Onemlidir. Yillardir yogun olarak devam eden hayvan
hareketleri ve hiikiim siiren farkli iklim kosullar1 nedeniyle parazitlerin gelisimi igin
uygun bir ortam olan Tiirkiye’de, evcil hayvanlarda endoparazitlere bagli olarak

meydana gelen paraziter invazyonlara ¢ok sik rastlanilmaktadir (8—10).

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,

dolayisiyla iilke ekonomisi biiyiik zarar gérmektedir (11).

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

Kan emen kenelerle bulastirilan ve Babesia tiirii protozoalar tarafindan meydana
getirilen bir protozoon hastaligidir. Babesia soyu Piroplasmida dizisinin Babesidae
ailesi icerisinde yer alan hiicre i¢i parazitlerdir. Biitlin Piroplasmida dizisindeki
etkenlerin yaptiklar1 enfeksiyonlara piroplasmosis adi verilir. Sigirlarda yasayan
Piroplasma’lar ilk defa Babés’in kesfetmesinden dolayi, sebep olduklar1 enfeksiyonlara

babesiosis ad1 verilir (12, 13).

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

99 ¢ 2 ¢¢

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

(13).



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

toplandi (14).

Babesia etkenleri koyun ve kegilerin alyuvarlarinda bulunur. Piroplasma ovis’i
Lestoquard, Cezayir’de: Dschunkowsky ve Luhs Kafkasya’da; Inchiostri, Dalmagya’da
tespit ettiler. Enigk (15), Almanya’da koyunlarda Babesia motasi ve Theileria
recondita’y1 tespit etti. P.ovis Gliney Avrupa, Akdeniz iilkeleri, Afrika, Rusya, Asya ve
diger tropik ve subtropik bolgelerde rastlanmaktadir. Yurdumuzda Tiizdil (16), Ozcan
(17) ve Goksu (18) tarafindan yapilan arastirmalara 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 konakgili 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 yodresinde
saptandi. B.ovis, 1-1.5x2.5 p biiyiikliikte, yuvarlak, oval veya armut seklinde eritrosit
icinde tek veya cift olarak bulunur. R.bursa, ILricinus ve D.reticulatus baslica
vektorleridir. B.motasi, 2.5-5x 2.5 p biyiiklikte, daha cok eritrosit icinde armut
formunda bulunur. Haemophysialis spp. ve Rhicephalus spp. tiirii keneler ile bulasir (2,
12).



2.1.3. Epidemiyoloji

Hastaligin bulasmasi ve insidensi kenelerin aktivitesiyle yakindan ilgilidir.

Keneler rutubetli ortamda ve 2627 °C’de ¢ok aktiftirler (2).

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 (19).

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 gecerek nimfleri enfekte ederler. Tiikiiriik
bezleri yoluyla kan emerken saglikli koyun ve kecileri de enfekte ederler. Perifer kana
ulagan etkenler eritrositler icine 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 tik Babesia

saptanabilir (12, 20).

Enfeksiyonu gegirenler bagisiklik kazandigi icin, endemik bdlgelerde ozellikle
kuzu ve oglaklar kolostrumla yeterince antikor alirlarsa enfeksiyona dayanikli olurlar.
Enfeksiyonu alsalar bile ¢ok hafif atlatarak aktif bagisiklik kazanirlar. Bu bagisiklik
eger enfeksiyon niikseder ise kalic1 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 (1, 21).



Sekil 1. Babesia’nin biyolojisi (20).

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 (12).

Dogal enfeksiyonlarda 810 giinliik bir inkiibasyon doneminden sonra viicut
sicakligi 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 protozoadir (2, 12).



Hastaligin baslangicindan 2-5 giin sonra hemoglobiniiri goriiliir. Idrar sari
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
goriiliir. Gebe koyun ve kegiler yavru atar. 7-10 giin i¢inde anemiden oliim sekillenir.
Killar ve yapagi normal durumlarmi kaybeder, karigik bir hal alir. Piroplazmozun seyri
esnasinda karaciger yetmezlikleri, karacigerin perkiisyon sahasmnda biiyiime, On

midelerde atoni ve konstipasyon goriiliir (2, 12).

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 sayis1 ve hemoglobin miktar1 azalir (2, 21).

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 gézlenir (2).

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 s1v1 tesbit edilir (21).

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, kiiclik kanamalar vardwr. Bagirsaklarin ve bazen de kolonlarin mukozasi hafif

hiperemik, bazen hemorajik ve siskin goriiniistedir (13).



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 6liimden sonra 8. saate kadar iyi
sonuglar verir. Ancak subklinik olgularin tanisinda farkli serolojik testler ve PCR gibi
ileri tan1 teknikleri kullanilir. B.ovis seroprevalanst 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 (2, 12).

2.1.8. Tedavi

Miimkiin oldugu kadar erken dénemde sagaltimda kullanilan spesifik ilaglardan
biri kullanilmalidir. leri derecede anemi sekillenmis, genel durumu iyice bozulmus ise
koyun ve kecilerde sagaltim sans1 yoktur. Kesim 6nerilmelidir. Babesiosis sagaltiminda
kullanilan Tablo 1°deki antiprotozoer ilaglarin yanisira oksitetrasiklinler, kan yapici

ilaglar ve karaciger koruyucular kullanilmalidir (12).

Tablo 1. Babesiosis sagaltiminda kullanilan ilaglar (12).

Acridin deriveleri Acriflavin hydrochlorid (Euflavin, trypaflavin)

Qiamidine deriveleri Aromatik: Diminazene diaceturate (Berenil),
pentamidin, diisethionate.

Carbanilid: Amicarbalide

Quinoline deriveleri Quinuronium sulfate (Acaprin, Babesan), trypanblue
Diminazene 3-5 mg/kg, im veya sc.

diaceturate. Imidocarb

(1-3 mg/kg)




2.1.9. Korunma

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

Mayis ayinda kirkim sonrasi yaptirilan kene banyosudur (12).

2.2. Proteinler

Proteinler, amino asitlerin (20 ¢esit), peptit bag1 adi verilen kovalent baglarla
birlesmesi sonucunda olusan polipeptitlerdir (22). Hiicrede ¢esitli fonksiyonlar1 yerine
getirmek icin Ozellesmis pek cok farkli tipte protein bulunur. Bu makromolekiiller,

hiicrenin kuru kiitlesinin en az % 10-20’sini olustururlar (23).

Bir proteini meydana getiren amino asit dizisinin siralanigina, o proteinin birincil
(primer) yapist adi verilir. Ikincil (sekonder) yap1 ise, polipeptit zincirinin, komsu
amino asitlerin yan zincirlerindeki gruplar arasinda kurulan hirojen kopriileri sonucu
kazandig1 yapidir. Amino asitler ¢esitli gruplari aralarinda peptit bagindan baska degisik
tiirde baglar da kurarlar. Bu baglar sayesinde, polipeptit zinciri katlanarak ii¢ boyutlu
konformasyon kazanir. Bu konformasyonlar, peptit zincirlerinin olusturabilecegi en
kararli, en saglam sekle ve erisebilecekleri en diisiik enerji diizeyine karsilik
gelmektedir. Peptit zinciri, elektriksel olarak notr oldugu pH degerinde a-sarmal yap1
olusturur. a-sarmalin yanisira diger bir sekonder yap1 tipine B-konformasyon adi verilir
Ugiinciil (tersiyer) yapi, polipeptit zincirlerinin uzak béliimlerindeki gruplarin
birbirleriyle kurduklar1 (S-S, hidrojen, Van der Waals baglar1 ya da iyonik baglar gibi)
baglar sonucu olusan 6zgiin, kiiresel yap1 diizenidir. Dordiinciil yapinin olugumunda
molekiillerin asimetrik yapilar1 ve alt birimlerin birbirlerini tiimleyen (komplementer)

yiizeyleri belirleyici olur (24).

2.2.1. Protein Siniflar1

Proteinler, hiicredeki iglevleri agisindan yapisal proteinler ve biyolojik olarak

aktif proteinler olmak iizere iki smnifa ayrilirlar. Suda ¢éziinmeyen yapisal proteinler



(kollagen, elastin, keratin gibi), hiicrenin olusumunda yapitasi olarak bulunurlar.
Biyolojik olarak aktif proteinlerde 6zgiin li¢ boyutlu yapilar1 sayesinde molekiilleri
tanima, onlarla etkileserek hiicredeki olaylara yon verme etkinligine sahiptirler. Bu
proteinler; katalitik proteinler (enzimler), immun proteinler, protein hormonlar,
diizenleyici proteinler, tasiyici proteinler, reseptor proteinler ve kontraktil proteinler

olmak tiizere ¢esitli gruplara ayrilirlar (25).

2.2.2. Serum Proteinleri

Serumda 20’nin iistiinde protein oldugu bilinmektedir. Bu proteinler molekiil
agirhiklar1 birka¢ bin ile birka¢ milyon dalton arasinda degisen molekiillerdir. Her
birinin degisik gorevleri vardir. Degisik fizyolojik ve patolojik durumlarda serumda
degisik miktarlarda bulunur. Serum proteinleri ¢ok sayida fizyolojik fonksiyonlar
yerine getirirler. Lipidler, hormonlar, vitaminler ve metaller i¢in tasiyict molekiiller
olarak islev yaparlar. Ozmotik basincin saglanmasinda yardimci olurlar. Hiicre

aktivitesinin diizenlenmesi, enfeksiyonlara karsi savunmada énemli rol oynarlar (26).

Proteinlerin  saflagtirilmasi; etki mekanizmalarinimn, yapilarinin, diger
molekiillerle olan iliskilerinin agiklanmasi igin gerekli olan ilk adimdir. Cesitli
proteinler, biliyliklik, eriyebilirlik, yik ve 0Ozel baglanma affiniteleri gibi bazi
parametrelere bagli olarak birbirinden ayrilabilir. Proteinlerin saflagtirilmasinda
amonyum siilfatla ¢oktiirme, elektoforez, ultrasantrifiij gibi farkh teknikler
kullanilmaktadir. Bu metodlarla albumin, fibrinojen, globulin gibi kan proteinleri
birbirlerinden ayrilabilmektedir. Elektroforetik tekniklerin gelismesi (SDS-PAGE,
nisasta, kagit, vb gibi) serum proteinlerinin ayrilmasinda, proteinlerin yapi, genetik

orjini ve hastaliklarla iligkilerinin agiklanmasinda 6énemli bir rol oynar (3, 27).

Normal bir serum protein elektroforezi sonucunda; albumin, oy, o, B ve v-
globulinden olusmus 5 temel fraksiyon Sekil 2’de belirtildi (29). Selliilloz asetat
elektroforezi ile elde edilen bu bantlarin sayis1 hayvan tiirlerine gore degisir (5). Ancak
uygulanan serum taze ise ve Ca'’ igeren tampon kullaniliyorsa 6.bant (B, C3
kompleman bileseni) goriilmektedir (28). Protein fraksiyonlarinin bilesimi Tablo 2°de,

gosterildi (5).



Tablo 2. Protein fraksiyonlarmin bilesimi (5).
1. a) Prealbumin b) Albumin

2. a; - Globulinler o;- antitripsin, o;- asit glikoprotein, a;- lipoprotein
(Apolipoprotein A), a;-fetoprotein (AFP)

3. a2 -Globulinler ax-makroglobulin, Haptoglobulin, Seriiloplazmin

4. B - Globulinler B- lipoprotein (Apolipoprotein B), Transferrin, Kompleman
proteinleri (C3, C4), .- mikroglobulin, Hemopeksin

5. v - Globulinler Ig A IgM,IgG,IgD,IgE

(Immunoglobulinler)
i |
i i P
® |
] Albumin al a2 B Y :

Sekil 2. Selliiloz asetat elektroforezi ile elde edilen protein bantlar1 (29).
2.2.2.1. Prealbumin

Elektroforezde pH 8.62°de albumin fraksiyonunun 6niinde mobilite gosteren bir
proteindir. Biitiin proteinlerin % 0.2—0.5 kadarmi olusturur. Molekiil agirligit 61000
daltondur. Prealbumin, karacigerde sentezlenir, molekiil {lizerinde retinol baglayan
proteini baglayacak yerler ve tiroksin baglayabilecek bir yer bulunur. Triptofandan
zengin bir protein fraksiyonu olup, tiroksin hormonunun ve A vitamininin taginmasinda
rol alir. Oral kontraseptif kullananlarda, gebelerde, inflamatuar olaylarda, malign
timorlerde, malniitrisyonda, karaciger hastaliklarinda serum prealbumin diizeyi azalir

(5, 30).

2.2.2.2. Albumin

Serum albumin, karacigerde sentezlenir ve total proteinlerin % 50-60 kadarini

olusturur. Molekiil agirligi 69000 daltondur. Elektroforezde pH 4-9.5 arasinda iki
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serbest alt gruba ayrilir. Renksiz, sekilsiz ve yumurta aki albuminine ¢ok yakin bir
maddedir. Serum albuminin 6nemli islevleri vardir; bilirubin, uzun zincirli yag asitleri,
T, T4, kortizol, aldosteron, Ca™*, Cu™ ve bazi ilaglar1 tasir. Endojen aminoasit deposu
olarak gorev goriir. Plazma onkotik basincinin devamliliini saglar. Kanin viskozitesini
etkiler. Serum albumin diizeyinin normal sinirlardan diisiik olmas1 hipoalbuminemi
olarak tanimlanir. Serum albumin diizeyi 2,0 g/ dI’'nin altma diistiiglinde 6dem gelisir

(30).

2.2.2.3. a;-Globulin

a-globulin fraksiyonunun 6nemli proteinleri; o-antitripsin, o-antikimotripsin,

au-asit glikoprotein (orosomukoid), a-fetoprotein (AFP)’dir.

o -antitripsin; karaciger parankim hiicreleri, mononiiklear seri hiicreler ve
alveoler makrofajlarda sentezlenir. Nadir olarak goriilen kalitimsal o, -antitripsin
eksikligi, klinik olarak amfizem ve neonatal kolestatik sarilik ile karakterizedir. Alfa
fetoprotein (AFP), fotusun ana proteinidir, karacigerde sentezlenir. Hepatoselliiler
karsinom ve diger karaciger hastaliklarinda, gebelikte, testis ve ovaryum kanserlerinde,

mide kanserinde serum alfa fetoprotein (AFP) diizeyi artar (30).

2.2.2.4. 0,-Globulin

o1 ve op-globulinler arasinda go¢ eden baslica serum proteinleri, tiroksin
baglayan globulin ve seruloplazmindir. o,-globulin fraksiyonunun 6nemli proteinleri
ox-makroglobulin ve haptoglobindir. Tiroksin baglayan globulin, bir glikoproteindir;
tiroid hormonlar1 olan T3 ve T4 i¢in temel tastyicidir. Seruloplazmin, daha c¢ok os,-
globulin fraksiyonunda goézlenen, % 10 civarinda karbonhidrat igeren bir bakirh
proteindir. Wilson hastaliginda ve malniitrisyonda serum seruloplazmin diizeyi azalir.
op-makroglobulin, op-globulin fraksiyonunun biiyiikk ¢ogunlugunu olusturur. o;-
makroglobulin, plazmanin en 6nemli proteaz inhibitdrlerinden biridir. Haptoglobin,
karacigerde sentezlenen ve eritrosit disindaki serbest hemoglobini baglayan plazma

glikoproteinidir (30).

11



2.2.2.5. B-Globulin

B-globulin fraksiyonunun Onemli proteinleri,
(siderofilin)’dir (32). Transferinin molekiil agirligt 88000 dalton olup, demirin
transportunu saglar. 3, mikroglobulin biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde bulunur ve
buradan 6zellikle lenfosit ve tiimor hiicrelerinden kana bolca gecer. Bu yiizden B-
lenfositleri ile ilgili kanserlerin teshisinde faydalidir. Bobrek nakli yapilan kisilerde
fonksiyon testi olarak kullanilabilir. Hemopeksinin molekiil agirligi 57000 olup yiiksek
miktarda tirozin ve triptofan ihtiva eder. Spesifik gorevi, her molekiiliin bir hem

baglamasidir (5).

2.2.2.6. y- Globulin

v-globulin fraksiyonunun Onemli proteinleri; immunoglobulinler (antikorlar),

sistem proteini ve C-reaktif protein (CRP)’dir. Tablo 3’de erigkin hayvanlardaki normal

serum globulin konsantrasyonlar1 belirtildi (28).

hemopeksin ve transferrin

Tablo 3. Eriskin hayvanlarda normal serum globulin konsantrasyonlar (g/dl) (28).

Globulin Kopek Kedi At Sigir Koyun
Total Globulin | 2.3-5.2 1.5-5.7 2.64.0 3.0-3.4 3.5-5.7
a-globulin 0.5-1.3 0.6-1.6 0.7-0.8 0.3-0.6
a;-globulin 0.2-0.5 0.2-1.1 0.06-0.7

az-globulin 0.3-1.1 0.4-0.9 0.31-1.31

B-globulin 1.2-2.2 0.7-1.6 0.8-1.1

Bi-globulin 0.7-1.3 0.3-0.9 0.4-1.5 0.7-1.2
B2-globulin 0.6-1.4 0.6-1.0 0.2-0.8 0.4-1.4
v-globulin 0.4-0.8 1.3-2.2 0.5-1.9 1.6-2.2

v1-globulin 0.5-1.3 0.3-2.5 0.7-2.2
v2-globulin 0.4-0.9 1.4-1.9 0.2-1.1
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2.2.3. Elektroforez

Elektroforez terimi yunanca “elektron” ve Latince “phore” kelimelerinden
olusur (31). Elektroforez, elektriksel bir alanda yiiklii partikiillerin go¢ etmesidir (8).
Elektriksel alan icerisindeki gog; elektrik akiminin siddetine, net yiike, molekiiliin
sekline, sollisyonun iyonik giiciine, viskozitesine ve sicakligina baghdir. Go¢ hizi,
protein molekiilii iizerindeki yiikiin biiyiikliigii ile dogru orantilidir. Iyonik bilesiklerin
iyonlagmasi, elektroforezin temelini olusturur. Zit yiikteki elektrotlara dogru farkli
hizlarda hareket eden degisik yiikteki iyonlar, elektriksel alanda birbirinden ayrilirlar.
Elektroforez, ayrilmasi istenen iyonlar1 ihtiva eden bir ¢ozelti ile kagit, nisasta, agar,
seliiloz asetat zar1 gibi inert bir tastyic1 materyalin teskil ettigi bir sistemde yapilabilir

(32-34).

Pozitif yiik tastyan molekiiller, negatif yiiklii kutup olan katoda ilerledikleri i¢in
katyon, negatif yiikliiler ise pozitif yiikli kutup anoda ilerledikleri i¢in anyon olarak
adlandirilirlar. Bir molekiiliin elektriksel mobilitesini etkileyen faktorler vardir. Bunlar;
molekiiliin net elektriksel yiikii, molekiiliin sekil ve biiyiikligi, elektriksel alanin giicii,

yiiriitme ortaminin 6zellikleri (por genisligi, pH) ve yliriitmenin yapildig1 sicakliktir.

Molekiiliin net elektriksel yiikii, uygulanan elektriksel alan siddeti, yiiriitmenin
yapildig1r sicakligin artmasi gibi etkenler elektriksel mobiliteyi arttirrken, iyon
biiyiikliigii ve destek ortaminin viskozitesi mobiliteyi azaltir. Su sekilde kisaca ifade

edecek olursak;

1= Q/kry

n = Elektriksel mobilite

Q = Molekiiliin net yiikii

k = Sabit deger

r = Yiirliyen partikiillerin iyonik ¢ap1

y = Yiirlitme ortaminin viskozitesi

Elektroforez; proteinlerin, izoenzimlerin ve lipoproteinlerin ayrilmasinda
kullanilir. Elektroforetik yontemlerle serum, idrar, BOS (beyin omurilik sivisi) veya

diger viicut sivilari, eritrosit ve doku proteinleri analiz edilebilir (35).
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Elektroforez fikri ilk kez 1809°da Reuss (36) tarafindan One siiriildii, 1937°de
Tiselius (37), belirli bir pH derecesinde protein fraksiyonlarinmn tasidiklari elektriksel
yiiklere gore degisik hizda hareket ettiklerini gosterdi ve plazma proteinlerinin bu yolla
smiflandirilabilecegini bildirdi. 1950°de kagit elektroforezi kullanilarak proteinler
ayrildi (38), 1955°te Smithies (39) nisasta jel elektroforezi yontemini gelistirdi.
Poliakrilamid jelinin elektroforezde kullanilmasi, Raymond ve ark. (40) tarafindan
basarildi. Destek ortam olarak agaroz jelin kullanilmas1 Akselsen ve ark. (41), selliiloz

asetatin kullanilmasi1 Kohn (42) tarafindan gelistirildi (5).

Elektroforezde kullanilan tamponlar pH’1 sabit tutarlar, elektrik akimini iletirler
ve molekiillerin tek ydnde go¢ etmelerini saglarlar. Elektroforezde kullanilan
tamponlar: genelde format, asetat, fosfat, tris, EDTA ve pridindir. Tamponlarin iyonik
kuvveti gocii etkileyecegi i¢in genellikle 0,05-0,10 M derisimde ve her ayrma igin
uygun pH’da olmalidir (5).

Elektroforez, molekiillerin taninmasi ve saflastirma analizi i¢in uygulanir. Bir
karisimdaki her molekiiliin tek bir yiikke ve biiyliklige sahip olmasi beklendigi i¢in,
clektriksel alanda mobilite de tek olacaktir. Bu beklenti, tiim elektroforetik metotlarda
ayrisma ve analiz i¢cin temel esastir. Buna dayanarak; Ozellikle aminoasitlerin,
karbonhidratlarin, peptidlerin, proteinlerin, niikleotidlerin ve niikleik asitlerin

elektroforetik analizi yapilir (43).

2.2.4. Elektroforez Cesitleri

Kullanilan ayirma ortammin cinsine gore cesitli elektroforez teknikleri
kullanilmaktadir. Kagit elektroforezi, selilloz asetat elektroforezi, agaroz jel
elektroforezi, nisasta jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi ve kapillar

elektroforez bunlar arasinda sayilmaktadir (44-47).

Kagit elektroforezi hem rutin hem de arastirma maksatli destek ortami olarak
kaliteli filtre kagidi kullanilan elektroforez ¢esididir. Metodun avantaji, ucuz ve yiiksek
gerilime dayanabilmesidir. Ancak, deney siiresi uzun (16—18 saat) oldugundan rutinde

pek kullanilmaz. Ozellikle aminoasitlerin ayriminda kullanilir (5).
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Serum proteinlerinin kagit elektroforezinde anoda en hizli gégen fraksiyon,
prealbumin ve albumindir, en yavas gogen fraksiyon vy-globulin fraksiyonudur.

Prealbumin fraksiyonu rutin serum proteinleri elektroforezinde fark edilmez (48).

Selillozun hidroksil gruplar1 asetik asit anhidr ile reaksiyona sokularak elde
edilen sellilloz asetat plaklarinin kullanmildig1 selliiloz asetat elektroforezi genellikle
protein elektroforezi i¢in kullanilir (Sekil 3). Pahali olmamasi, sogutma cihazi veya gii¢
kaynagina ihtiyag duyulmamasi, ayirimin hizli olmasi ve az miktardaki maddelerin de
ayrimmin yapilabilmesi, proteinleri minimum diizeyde absorbe etmesi gibi avantajlara
sahiptir. Opak olmasi ve dansitometreden Once kismen aritilmasi i¢cin kimyasal
islemlere ihtiya¢ gostermesi gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica porlar1 kiiglik
oldugundan, biiyiik molekiillii proteinler elektroforeze tabi tutulduklari zaman bu tip

elektroforezin kullanimi sinirhidir (8, 30, 49, 50).

Fraction Yo g'dlL g/dL Range

ALBUMIN 53.5 3.8 3.4 5.4
ALPHA 1 3.6 0.3 a.2 0.4
ALPHA 2 10.2 0.7 0.5 0.9
BETA 13.9 1.0 0.6 ¥ |
GAMMA, 18.8 1.3 0.8 1.5
Total SPEP 7.1 6.0 8.3

Sekil 3. Seliiloz asetat elektroforezi ile elde edilen protein fraksiyonlar1 (30).

Destek maddesi olarak bir karbonhidrat tiirevi olan agaroz veya agaropektinin
kullanildig1 agar jel elektroforez ¢esidi serum proteinlerinin, hemoglobin varyantlarinin,

laktat dehidrogenaz izoenzimlerinin, lipoprotein fraksiyonlarinin analizinde basarili bir
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sekilde kullanilmaktadir (48). Bu maddelerin proteinlere affinitesi az oldugundan
protein bantlar1 birbirinden iyi ayrilir. Ayrica ¢ok iyi seffaflagtiklarindan dansitometrik
degerlendirilmeleri daha giivenilirdir. Bu yiizden rutin uygulamalarda sikg¢a
kullanilmaktadir. Bu teknikte uygulama siiresi oldukca kisadir (30-90 dakika). Protein
seperasyonunda sik¢a kullanilan bu teknigin ustiinliigii, ortamin proteinleri oldukga
diisiik oranda absorbe etmesi ve dansitometreye daha net bantlar sunmasidir. Bagka bir
avantaji da ¢ok sayida proteinler iizerine ¢alisma imkan1 vermesi ve ¢aligma tekniginin

kolay olmasidir. Jelden proteinlerin yeniden elde edilmesi de oldukga iyidir (5, 49).

Destek ortami olarak nisasta jelinin kullanildig1 nisasta jel elektroforezini (5), ilk
defa Smithies (39) kullandi, elektroforetik ayrilmada numunenin elektrostatik yiiklerinin
onemi oldugunu vurgulayarak, jelin gozeneklere sahip olmasinin seperasyonda kolaylik
oldugunu belirtti. Bu ozellik kiiciik molekiillerin biiylik molekiilleri jel ortaminda
kolaylikla ge¢mesini saglayarak, hareketin elektriksel yiike oldugu kadar molekiil
biiyiikliigiine de baglh oldugunu gosterir (39, 51, 52). Nisasta jeli elektroforezi ¢ok iyi

ayirma sagladigmdan hem rutin hem de arastirma maksatlari i¢in kullanilir (5).

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ise poliakrilamidin bir baglayici
(genellikle bis akrilamid) ile polimerize edilmesi sonucu olusturulur. Boylece rasgele
biiyiiyen poliakrilamid ve bis akrilamid konsantrasyonlar1 olusacak jelin yogunlugunu,

viskozitesini, elastikiyetini ve mekanik dagimnikligini belirler (46).

Poliakrilamid jel elektroforezi; SDS PAGE (denatiire edici page) ve ND-PAGE
(non denatiire edici page) olarak ikiye ayrilir. ND-PAGE( non denatiire edici page );
proteinlerin dogal (intakt) yapilarm1 bozucu ajanlar kullanmadan yapilan PAGE
yontemidir. SDS PAGE (denatiire edici page); SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir
deterjan olup iki amino asitte bir peptid zincirine baglanarak protein molekiillerini
olusturan alt birimleri birbirinden aymir. Jel konsantrasyonu arttirilarak, protein
molekiillerinin molekiil agirliklarina gore ayrigmalar1 saglanir. SDS PAGE yontemi
proteinlerin safligmin kontrolii, molekiil agirliklarinm saptanmasi ve konsantrasyon
cesitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu
gibi DNA ve RNA elektroforezleri i¢in de kullanilabilir. Akrilamid miktar1 ve
akrilamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma kapasitesini belirler (53, 54).
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Kapiller elektroforez, elektriksel alanda molekiillerin hareketine dayanan ayirim
metotlarinin  en  yenisidir. Bu teknik hizli, duyarli ve otomatik olarak
kullanilabildiginden ¢alisilan bircok protein ve polipeptidin tamamen ayrilabilmesi
miimkiin olmaktadir. Bu tip elektroforezin avantajlari; yliksek voltajin kullanilabilmesi,
1s1 transferinin miimkiin olmas1 ile hizli seperasyon, yiliksek rezoliisyon, ¢ok kiiciik
numune hacmi gereksinimi ve islem sirasinda proteinin denatiire olmamasidir.
Dezavantaji ise proteinlerin tayini, miktarlarinin saptanmasinin giic olmasi ve

proteinlerin kolona adsorbe olabilmesidir (50, 55).

Immunoelektroforez, antikor kullanmak suretiyle antijeni jel iginde tespit edip,
tanimlamaya yarayan bir elektroforez tipidir. Bazen jel lizerinde birbirinden ayrilmis
proteinler, antikorlar adi verilen immunoglobulinlerle etkileserek antijenik durumlari
hakkinda bilgi sahibi olunur. Antijen-antikor reaksiyonu ile elektroforez ydntemini
birlikte igeren bir tekniktir. Serum proteinleri once elektroforeze ugratilir, sonra bir jel
ortammda antiserum ile karsihikli diffiizyonu saglanir. Olusan antijen-antikor
reaksiyonlart sonucunda olusan presipitasyonlar kavisler halinde belirir. Serum ve
plazmada sayist 150°den fazla olan proteinlerin 70 kadarmni bu yontemle ayirmak

miimkiin oldu (5, 48).

2.2.5. Elektroforez Kullanim Alanlan

Elektroforez; proteinleri aywrmada kullanilan bir teknik olup serum, plazma, idrar,
gbzyas, digkl, eklem sivis1 gibi organik {lirlinlere uygulanabilir. Serum veya plazma
proteinlerinin siniflandirilmasi, protein miktarlarin tespiti, proteinlerin yerinin tespiti,
anormal hemoglobinlerin tespiti, baz1 hastaliklarin teshisi, taylarda kan grubu tayini,
hastaligin sathalarinin (akut, subakut, kronik) belirlenmesinde, karaciger-bobrek
hastaliklarinda, monoklonal globulin bozuklugunun (myelom) belirlenmesi v.b gibi
kullanim alanlar1 vardir (30, 56). Cesitli hastalik durumunda seliiloz asetat elektroforezi

ile elde edilen protein fraksiyonlar1 Sekil 4’de gosterildi (30).

2.2.6. Cesitli Hastaliklarda Serum Protein Fraksiyonlar

Malniitrisyon veya agir protein kaybi olgularinda gelisen hipoproteinemilerde

tiim bantlarda azalma izlenmesine ragmen en belirgin azalma albuminde goriiliir. Agir
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aclik durumlarida veya ilerleyen kronik hastaliklarda albuminde goriilen azalmaya o,
ve o, bantlarinda yer alan o, -antitripsin, o-makroglobulin, haptoglobulin, transferin ve
C3 katilmaktadir. Protein kaybedilen enteropatilerde, tiim bantlarda sentez azalmasina

veya kaybin artmasina bagl soluklagsma, o, bandinda ise artig izlenmektedir (56).

Normalde bulunmayan bantlarin goriiniir hale gelmesi ise degisik klinik
durumlarda gézlenmektedir. Albumin ile o; band1 arasinda belirecek soluk bir bant, bazi
kot huylu tiimorlerde serumda artan a-fetoproteine baglidir. Monositer l6semilerde
lizozim diizeyinin artis1 y bolgesinden ileride bir bant olusturmaktadir. Protein

kaybedilen nefropatilerde albumin, o, § ve y-globulinlerde azalma goriiliir (56).

Aktif hemoliz sonucu haptoglobulin eksikligi olan kisilerde o, veya P
bolgelerine gdgen bagimsiz bir hemoglobin bandi izlenmektedir. Demir eksikligi

olgularinda transferin artigina bagh belirgin B band1 izlenmektedir. Bu yiizden myeloma

bandi ile karisabilmektedir (56).

Karaciger sirozu olgularinda albumin sentezinin azalmasi ve kaybinin artmasi
sonucu serum konsantrasyonu azalmaktadir. Albumindeki azalma y fraksiyonundaki
immunglobulinlerin artis1 ile dengelenmektedir. Tiim immunglobulinleri kapsayan vy
globulin fraksiyonundaki artma ve yavas [ bolgesine uzanan IgA artis, -y
kopriilesmesi olarak adlandirilmaktadir (56).

Hipogamaglobulinemi y bandinin tamamina yakin veya tamaminm yoklugudur.
Lenforetikiiler bozukluklarda ve kanser tedavisi i¢in kemoterapi uygulanan vakalarda ve

yeni doganlarda rastlanir (56).

Akut ve kronik karaciger hastaliklari, kronik enfeksiyonlar, akut diffliz
glomertilonefrit, sarkoidoz, karsinom ve otoimmiin hastaliklarda serum y-globulin
fraksiyonu artar. Nefrotik sendrom, agir malabsorpsiyon ve malniitrisyon, primer
immun yetmezlik ve sekonder immun yetmezlik durumlarinda serum y-globulin

fraksiyonu azalir (30).

Karaciger hastaliklarinda ozellikle B-globulin fraksiyonunda belirgin bir artis

gdzlenir. Sirozda serum albumin diiser, serum y-globulin artis1 hafiftir, a-globulin ve f3-
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globulin konsantrasyonlar1 serum lipoproteinindeki artiga bagli olarak ytikselir.
Karaciger paransimal sentezin yetersizliginden serum albumin konsantrasyonundaki
diisme erken bir degisiklik degildir ve diffuz fibroz ya da subakut hepatit gibi kronik
sartlarda daha ¢ok goriiliir. Portal fibrozda karakteristik degisiklik; genellikle serum
albumin diizeyinde diisiis ve y-globulindeki artis seklindedir. Serum albuminde
degisiklik akut hepatitte de acikca diisme seklindedir, fakat y-globulinde artig hafif kalir.
Safra yolu tikanikliklarinda yiiksek konsantrasyonundaki diisme, erken bir degisiklik
degildir ve diffuz fibroz ya da subakut hepatit gibi kronik sartlarda daha ¢ok goriiliir.
Portal fibrozda karakteristik degisiklik genellikle serum albumin diizeyinde diisiis ve -
globulindeki artis seklindedir. Serum albuminde degisiklik akut hepatitte de agikca
diisme seklindedir, fakat y-globulinde artis hafif kalir (57).

Karacigeri hastalikli olanlarm bazilarinda hepatositin albumin sentezi bozulur.
Kronik hepatoselliller bozuklukta plazma albumini diiser ve izleyen sathalarda
hastaligin takibinde iyi bir gosterge olarak yararlanilir. Buna karsin akut karaciger
hastaliklarinda plazma albumininde diisiis yoktur ya da ¢ok azdir. Bunlarda albuminin
biyolojik yar1 dmrii yaklasik 20 giindiir ve fraksiyonel klirens hizi bu yiizden diisiiktiir.
Hepatik sentezi bozan diger faktorler, plazma albumin diisiisiine ve ascitese yol

acabilirler, besinsel yikimda artisa ve yokluga neden olabilirler (57).

Serum globulin diizeyleri, karaciger hastaliklarmin tayininde 6nemli olan diger
testlerle birlikte bilgi verebilir. a,-fetoprotein, normalde embriyonal karaciger hiicresi
tarafindan sentezlenir ve gebelik sirasinda fotal seruma salgilanir. Anaplastik hepatoma
hiicreleri bu embriyonik proteinin salinimina izin verir. Bir diger tiimor proteini olan
karsinoembriyonik antijen, hepatomada ve kolonun metastazik kanserlerinde yiikselir.
Tanida diger yeni yaklagimlar hepatoselliiler nekrozun bir Olgiisii olarak serum ve

idrarda karaciger tasiyici protein baglayicisinin RIA 6l¢iimiinii kullanirlar (57).

Plazma haptoglobulin hemoliz arttiginda (hemolitik anemi) diiser ve serbest
haptoglobin tespit edilemez. Plazma haptoglobin diislisii karaciger hastaliginda ve
nadiren konjenital bir anormallikte de gozlenir. Akut enfeksiyonlarda ve travmay1
takiben plazmada haptoglobin artar. Nefrotik sendromda da artig gosterir. Baz1 serum

protein fonksiyonlar1 ve ¢esitli hastaliklardaki degisimleri Tablo 4’de belirtildi (57).
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Sekil 4. Cesitli hastalik durumunda seliiloz asetat elektroforezi ile elde edilen protein
fraksiyonlar1 (30).
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Tablo 4. Bazi serum protein fonksiyonlar1 ve ¢esitli hastaliklardaki degisimleri (57).

Protein Molekiil Fonksiyon Hastalikta Degisim
agirhg
Prealbiimin 61.000 T, tagiyicist Rastlanmamugtir
Albiimin 69.000 Osmotik basing | Dehidratasyonda artar. Kotii beslenme,
diizenlenmesi, Tagima karacigerhastaliklar,bobrek hastaliklari,
gastroenteropatiler,kan ve plazma kaybi
o-globiilinler (a1-02)
Tiroksin baglayict | 50.000 T, tasinmasi
globiilin
o,- fetoprotein 65.000 Artig: Hepatom?
a-antitripsin 45.000 Tripsin inhibitorii Diisiis: Kronik solunum hastaliklar
Artis: Akut yangisal hastaliklar
a,-asit glikoprotein Artis: Akut yangisal hastaliklar
o, lipoprotein Lipid tagimasi
(HDL, o- lipoprotein)
op. lipoprotein Lipid tagimasi
(VLDL pre-Blipoprotein)
o lipoprotein(LDL, 3- Lipid tagimasi Nefrotik sendrom
lipoprotein)
ap makroglobiilin 820.000 Insiilin baglayici tripsin | Artis: Nefrotik sendrom, aktif karaciger
inhibitori hastaliklar1, akut yangisal hastaliklar
ap-Globiilin (prealbiimin) T, tasiyicist
Seruloplazmin (o) 160.000 Bakir tagiyici ferrioksidaz | Artis: Akut yangisal hastaliklar
Haoptoglobiilin(o,) 100.000 Hemoglobin baglayici Diisiis: hemolitik anemi, karaciger
hastaliklar1
Artis: Akut yangisal hastaliklar
B- globiilinler (B, B2)
Transferrin 90.000 Demir tagima Diisiis: Kronik karaciger hastaliklar,
demir depolama hastalig1
Artis:  Akut karaciger hastaliklari,
gebelik, demir yetersizligi, anemi,
nefrotik sendrom
Hemopeksin 80.000 Hem baglama Diisiis:Hemolitik anemi, aktif karaciger
hastaliklar1
C; komplamenti 75.000 Komplament C; faktor Diisiis: otoimmun hastalik
Artris: akut yangisal hastalik, atopik
dermatitis
C4 komplamenti Komplament C,4 faktor Diisiis: otoimmun hastalik
Plazminojen Plazmin’in proenzimi Artis: Dissemine intravaskiiler
Fibrinolizis koagulasyon (DIC)
Fibrinojen Fibrinin on sekli, | Diisiis: DIC
pthtilagma Artis: Akut yangisal hastalik
y-globiilinler
IgG 150.000 Enfeksiyoz ajanlar, | Diislis: Agammaglobiilinemi
toksinlere karst antikorlar | Artig: Kronik hastaliklar, destek doku
hastaliklar,karacigerhastaligi,miyeloma
, diger monoklonal gamopatiler
Ig A 150.000 Antikorlar,solunum,iiroge | Ig G’deki gibi
nital ve gastrointestinal
organlardaki stvilarda
salgilanms antikorlar
IgE 200.000 Antikorlar, alerjik | Diislis: Agammaglobiilinemi
reaksiyonlar Artis: Alerji, anaflaksi
IgM 900.000 Antikorlar, hiicre | Diisiis: Agammaglobiilinemi
reaksiyonu baglaticilart Artig:  birincil makro globiilinemi
(waldenstrom’un), kronik hastalik
IgD 160.000 Bilinmiyor, hayvanlarda
rapor edilmemis
Hafif zincirler(Bence- | 30.000 Immunglobiilin ~ yapmin | Artis: Miyeloma, monoklonal
Jones) bir kismu gammopatiler
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta materyali

Calismada canli materyal olarak, Van ve c¢evresinde parazitolojik ve klinik
olarak babesiosis tanist konulan, ortalama 1.5-2 yaslarinda, Akkaraman ki disi

koyunlar kullanild1.

Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet bakimindan uygun olan, hematolojik ve
biyokimyasal analizleri normal, 20 saglikli Akkaraman ki koyun secildi. Yas ve
cinsiyet bakimindan uygun olan, babesiosis teshisi konulan 36 koyun hasta grubu olarak

ayrildi. Hasta koyunlar tedavi edilerek tedavi sonrasi grubu olusturuldu.

Paraziter ve Klinik Muayene

Beden 1s151 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 siirme 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 ¢ift armut formunda ya da daha degisik Piroplasma formlar1 goriildii.

Babesiosisli koyunlara diminazen aceturat (Fa. Try. Banil R. T. U.) % 7’lik
solusyon halinde 3.5 mg/kg canli agirlhik dozunda im., Anaplasma etkenlerinin
eradikasyonu icin oksitetrasiklin (Panox LA) 10-20mg/kg i.m. ve kan yapici ilag olarak
vitamin Bj; (Dodex) i.m. uygulanarak tedavi edildi. 5 giin sonra kan alinarak tedavi

grubu olusturuldu.
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Kan orneklerinin alinmasit ve hazirlanmasi

Babesiosisli ve tedavi edilen koyunlarin V. jugularis’inden usuliine uygun olarak
normal tiiplere alinan kan 6rnekleri oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra ¢izilerek,
kan pihtis1 tiipiin ¢eperinden ayrildi ve 3000 rpm/dk’da 5 dakika siireyle santrifiij
edilerek serumlar eppendorf tiiplerine almarak analizler yapilincaya kadar derin

dondurucuda (-20 °C) saklandi.

3.1.2. Kullanilan alet ve kimyasal maddeler

Derin dondurucu (Argelik),

Heraeus Sepatech Minifuge RF Sogutmali Santrifiij,
Ceti Belgium Mikroskop

BoecoS-22 UV- Vis Spektrofotometre ,
Helena Lab- 4063 Elektroforez Tank1

Helena Lab -1511 Gii¢ kaynag1

Helena Lab - Titan III Selliiloz asetat kartlar1
Helena Lab — 1261 Dansitometre

Biohit Otomatik Pipet,

Epson LX 850 Yazici

Ependorf tiip

Antikoagulantsiz Cam Tiip Vakumlu Kapakli
Giemsa Solusyonu

NaOH (Merck)

Sodyum potasyum tartarat (Merck)

Bakir siilfat (Horasan Kimya)

Potasyum iyodiir(Teknik Kimya)

Sodyum kloriir (Merck)
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3.2. Metot

3.2.1. Selliiloz Asetat Elektroforezi ile Serum Proteinlerinin Analizi

Cozeltiler

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 ayrraglar 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.
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e Senter applikator yardimiyla selliiloz asetat kartmnin selliiloz kismina 810 pl
serum Ornegi uyguland.

e Selliilloz asetat kartinin selliiloz kismi asag1 gelecek sekilde yiiriitme tankina
konulan filtre kagitlarin {izerine yerlestirildi ve lizerine kaymamasi i¢in lam birakildi.

e Yiiriitme tankinmn kapagi kapatildi, 180V’ da 15 dakika bekletildi.

e Yiiritme sonucu olusacak bantlar uygulama noktasina en yakindan
baslayarak y-globulin, B-globulin, a,- globulin, a;-globulin ve albumin bantlar1 olustu.

Molekiil agirligi kiigiik olan en uzaga gitti.

Boyama islemi

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

e Ponceau S soliisyonunda 6 dakika bekletildi.

e % 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 kart1 15 dakika siire ile 50—60 °C’de etiivde bekletilerek, kart
seffaf hale geldi.

e Kart dansitometreye yerlestirildi ve total protein %100 kabul edilip piklerin
baslangi¢c ve bitis noktalar1 isaretlenerek her proteinin kendine ait yiizdesi ¢ikarilarak

yiizde alan hesaplamas1 yapild1.

3.2.2. Serum Protein Analizi (Biiiret Metodu) (45)

Proteinleri teskil eden aminoasitlerin tabiat1 ne olursa olsun biitiin proteinler
peptid bag: ihtiva ederler. Bu peptid baglar1 kuvvetli alkali soliisyonunda Cu'? iyonlar
ile baglanarak pembe renkli bir kompleks olustururdular. Rengin siddeti, peptid
baglarinin sayis1 ve bununla ilgili olarak protein miktar1 ile orantilidir. Biiiret ayirac1 ile
proteinlerdeki peptid baglar1 546 nm de 6lgiildii. Mavi menekse renkli bir kompleks
olustu. Protein miktar1 ile olusan rengin siddeti arasndaki iliskiden formiil yardimiyla

protein miktar1 tayin edildi.
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Ayiraclar

1- Biiiret Reaktifi:

400 ml taze hazirlanan, karbonatsiz 0.2N NaOH i¢inde 9.0 g sodyum potasyum
tartarat ve 3.0g CuSOy (toz haline getirilmis) eritildi. Uzerine 5.0g KI eklenip eritildi ve
0.2N NaOH ile litreye tamamland.

2- % 0.9 NaCl soliisyonu (Fizyolojik Tuzlu Su):

9 g NaCl bir miktar distile suda eritilerek litreye tamamland:.

3- 0.2N NaOH Hazirlanmasi:

8 g NaOH bir litreye tamamlanarak 0.2 N NaOH hazirlandi.

Yapihisi

e iki deney tiipii alind1. Test, reaktif korii olarak isaretlendi.

e Test tiiptine 10 pl serum konuldu.

e Reaktif korii ve test tiiptine 500 pl % 0.9 NaCl soliisyonu ilave edildi.

e Reaktif korii ve test tiiptine 500 pl Biiiret ayiraci ilave edildikten sonra tiipler
kapatilip, 30 saniye siire ile ¢alkalandi, oda sicakliginda 5 dakika beklendi, distile suya

kars1 546 nm’de spektrofotometrede degerler saptandi.

Hesaplanmasa: (Test- Reaktif Korii) x 33.2 =% g protein

Tablo 5’de incelenen hasta grup, tedavi sonrasi grubu ve kontrol grubuna ait elde
edilen ortalama degerler % olarak sunulurken, Tablo 6’da bu degerler 6zellikle % g’a
cevrildi. Bu yolla literatiir degerlerinin yorumlanmasinda gerek % ve gerekse % g

birimlerinin kullanilmasma olanak saglandi
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Total protein ortalamalar1 temel alinarak elektroforez fraksiyon yiizdeleri % g’a

oran-orant1 yardimiyla asagidaki gibi ¢evrildi.

% 100 ><Tl:ltal Protein % g
% Albamin Dederi it

% Albimin Dederi x total Protein % g
3 = = % g Alhlmin
% 100

3.2.3. istatistik Analiz

Kontrol, hasta ve tedavi sonrasi gruplar arasi farkliligin énemi i¢in SPSS 11,5
paket programi ile varyans analizi yapildi. Coklu karsilastirma i¢cin de Duncan testi

yapildi (58).
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4. BULGULAR

Total protein ve serum protein elektroforezi sonucu tespit edilen protein

fraksiyonlarinin ortalama sonuglar1 % olarak Tablo 5’de sunuldu.

Tablo 5. Kontrol grubu ile babesiosisli hasta ve tedavi gruplarindaki protein fraksiyon

konsantrasyonlari.
Parametre Kontrol Grubu Hasta Grubu Tedavi Grubu p
(x£Sx) (x£Sx) (x£Sx)
n=20 n=36 n=36
TP (gr/dl)
5.32+0.42° 3.45+0.22° 4.60+0.21° .
Albumin (%)
35.29+0.84° 37.46+0.61° 40.60+0,70° s
a;- globulin (%)
2.68+0.95 3.14+0.11° 2.76+0.06" .
o2- globulin (%)
14.73+0.39° 13.26+0.32° 15.28+0.22° .
B-globulin (%)
8.85+0.26" 9.52+0.55° 8.43+0.20° *
v-globulin (%)
36.99+1.44° 36.63+0.56° 32.94+0.48" .
A/G
0.55+0.02° 0.61+0.02° 0.7120.22° .

o *p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

e a, b: Ayni satirda farkli harfle gosterilen ortalamalar aras1 fark 6nemlidir
(p<0.05).
Incelenen serum total protein diizeyleri minimum ve maksimum olarak, % 3.45—

5.32 g/dl arasinda saptanirken, albumin % 35.29-40.60, a;-globulin % 2.68-3.14, o,-
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globulin % 13.26-15.28, B-globulin % 8.43-9.52, y-globulin % 32.94-36.99 ve A/G

oranlar1 % 0.55-0.71 arasinda yer ald1.

Total proteinin (TP) hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore dnemli oranda
(p<0.01) diisiik oldugu tedaviyle birlikte yiikseldigi, hasta grup ve tedavi sonrasi grubu
arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0.01) saptanarak Sekil 11°de gosterildi.

Albuminin hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek bulunarak,
tedaviyle birlikte bu diizeyin kontrol ve hasta gruba goére onemli oranda (p<0.001)

arttig1 Sekil 12°de belirtildi.

a;-globulinin hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore Onemli oranda
(p<0.01) fazla oldugu belirlenerek, tedaviyle birlikte normal diizeye distiigii Sekil
13’de sunuldu.

o-globulin miktar1 hasta grupta, kontrol grubuna gore 6nemli oranda (p<0.001)
azaldig1 saptanarak, tedaviyle birlikte bu diizeyin 6nemli oranda (p<0.001) yiikseldigi
ve kontrol grubuna yaklastig1 Sekil 14°de gosterildi.

B-globulin agisindan gruplar arasinda istatistiksel onem (p>0.05) saptanmadi.
Hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore fazla bulundugu ve tedavi sonucunda

azalma gorildigi Sekil 15°de belirtildi.

v-globulinin hasta grupta ve tedavi sonrasi grupta, kontrol grubuna gore 6nemli
oranda (p<0.001) azaldig1 saptanarak, tedaviyle birlikte bu diizeyin hasta grubuna gore

onemli oranda azaldig1 Sekil 16’da sunuldu.

A/G oranmin hasta gruptaki diizeyi tedavi grubuna goére Onemli oranda

(p<0.001) yiikseldigi Sekil 17°de belirtildi.
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Tablo 6. Protein fraksiyonlarinin % g’a ¢evrilmeleri sonucunda elde edilen degerler.

Parametre n Kontrol n Hasta n Tedavi
Grubu Grubu Grubu
TP 20 5.32 36 3.45 36 4.60
(% 2
Albumin 20 1.88 36 1.29 36 1.88
(% 2
0. globulin 20 0.14 36 0.11 36 0.13
(% 2
0. globulin 20 0.78 36 0.46 36 0.70
(% 2
B. globulin 20 0.47 36 0.33 36 0.39
(% 2
v.globulin 20 1.97 36 1.26 36 1.52
(% 2
A/IG 20 0.03 36 0.02 36 0.03
(% 2

Incelenen serum total protein diizeyleri % 3.45-5.32 g/dl arasinda saptanirken,

albumin % 1.29-1.88 g,

a;-globulin %0.11-0.14 g, o-globulin %0.46-0.78 g, B-

globulin %0.33-0.47 g, y-globulin %1.26-1.97 g ve A/G oranlar1 %0.02—0.03 arasinda

yer ald1.

Kontrol, hasta ve tedavi sonras1 gruplarda seliiloz asetat ile elde edilen serum

protein fraksiyonlarinin elektroforetik ve dansitometrik goriiniimleri Sekil 5, 6, 7, 8, 9

ve 10°da sunuldu.

30




Sekil 5. Kontrol grubunda sellilloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein
fraksiyonlar1.

Sekil 6. Kontrol grubunda selliiloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein
fraksiyonlarinin dansitometrik goriiniimleri.
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Sekil 7. Hasta grupta selliilloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein

fraksiyonlari.

Sekil 8. Hasta grupta selliilloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein

fraksiyonlarinin dansitometrik goriiniimleri.
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Sekil 9. Tedavi grubunda sellilloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein

fraksiyonlari.

Sekil 10. Tedavi grubunda selliiloz asetat ile elde edilen elektroforezdeki protein

fraksiyonlarinin dansitometrik goriiniimleri.
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Sekil 11. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama TP diizeylerinin
karsilastirilmasi (p<0,01).
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Sekil 12. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama albumin
diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,001).
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Sekil 13. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama a,-globulin
diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,01).
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Sekil 14. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama o,-globulin
diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,001).
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Sekil 15. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasit gruptaki ortalama [-globulin
diizeylerinin karsilastirilmasi (p>0,05).
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Sekil 16. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama y-globulin
diizeylerinin karsilastirilmasi (p<0,001).
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Sekil 17. Kontrol grubu ile hasta ve tedavi sonrasi gruptaki ortalama A/G diizeylerinin
karsilastirilmast (p<0,001).

37



5. TARTISMA VE SONUC

Hekimlikte; hastaliklarin teshisine yOnelik muayene yoOntemleri arasinda
biyokimyasal parametrelerin analizi olduk¢a Onemli yer tutar. Organizmadaki
proteinlerin rezorbsiyonu, depo edilmesi gibi fonksiyonlarin meydana geldigi organlarin
cesitli hastaliklarinda, kan serumundaki protein miktar1 degisebilir ve disproteinemiler
ortaya ¢ikabilir. Hastaliklarin patogenezi, teshisi, seyri ve prognoz bakimindan faydali
sonuglar elde etmek iizere proteinlerin analizleri i¢in farkli yontemler bulunmaktadir.
Bagvurulan yontemlerden birisi de en ¢ok kullanilan elektroforez tekniklerinden olan
seliiloz asetat elektroforezidir. Bu teknik insan hekimliginde kliniklerde 1950’li
yillardan beri kullanilmaktadir. Veteriner hekimliginde ise yapilan arastirmalar beseri

hekimlikteki kadar fazla degildir (59).

Saglikli hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalarda Boguth 1953 (60) at, sigir,
koyun, kec¢i ve kdpeklerde; Chepard (61) at, sigir, koyun, keci, domuz, kedi, kdpek, ada
tavsani ve tavuklarda; Vignand (62) at, sigir, koyun, ke¢i, kopek ve domuzlarda; Stockl
(63, 64) at, sigir, domuz, koyun ve tavuklarda kagit elektroforezi ile kan serum
proteinlerini tespit ederek, fraksiyonlarin biitiin evcil hayvanlarda énemli degisiklikler

gosterdigini bildirdiler (59).

Yapilan literatlir taramalarinda, normal koyunlara ait kan serumu protein
fraksiyonlarinin degerlerinin arastiricilara gore (65-68) farklilik gosterdigi saptandi.
Diger taraftan babesiosisli koyunlarda kan serumu protein fraksiyonlarini gdsteren bir

literatiire rastlanilmadi.

Plazmadaki biitiin proteinlerin konsantrasyonlar1 toplami “total protein” terimi
ile ifade edilir. Kanda total protein seviyesindeki nadiren gozlenen yiikselmenin
(hiperproteinemi) temel nedeni dehidrasyona bagli su kaybidir. Buradaki artig, protein
sentezindeki artigtan degil, su kaybma bagli olarak sekillenen nispi bir artistir.
Dehidrasyona yol acan kusma ve ishalle seyreden hastaliklar ve diabetik asidozis gibi
hastalik durumlarinda goriiliir. Bu tiir plazma sivi hacmindeki azalmaya bagh sekillenen

hiperproteinemilerde plazmadaki protein fraksiyonlar1 arasindaki oranlar bozulmaz.
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Mutlak artiglar ise mutlaka patolojik bir nedene dayanir. Sok, dehidrasyon ve bazi tiir

neoplazmlar (lenfosarkom) total protein artis nedenleridir (69).

Bu caligmada, serum total protein miktar1 kontrol grubunda 5.32+0.42 g/dl iken
hasta grupta 3,45+0,22 g/dl’ye diistiigii, tedaviyle birlikte 4.60+0.21 g/dl’ye yiikseldigi
saptand1. Taiwo ve ark. (70) saglikli koyunlarda TP miktarmi 7.3+0.3 g/dl, Camas ve
ark. (71) saghkli kuzularda bu diizeyi 7.81+0.29 g/100 ml olarak buldu. Literatiir
bilgileri ile karsilastirilinca bu caligmada tespit edilen saglikli koyunlardaki TP

miktarmin diisiik oldugu goriildii.

Serum total protein miktar1 kontrol grubunda %5.32 g, hasta grupta % 3.45 g,
tedavi grubunda % 4.60 g olarak bulundu. Mert ve ark. (3) saglikli koyunlarda total
protein diizeyini % 6-7.9 g olarak belirtirken, Keay ve ark. (72) agar jel elektroforezi ile
koyunlarda TP miktarmi % 8.14—7.79 g olarak buldu.

Lobetti (73) babesiosisli kopeklerde serum total proteinlerinin diistiigiini
belirtdi. Camacho (74) bobrek yetersizligi olan ve B.annae ile enfekte kopeklerde TP
miktarinin saglikli kopeklere gore daha diisik oldugunu saptadi. Bu g¢aligmada, ise
babesiosisli koyunlarda TP miktarinin diistiigii ve tedaviyle birlikte yiikseldigi bulundu.
Total protein (TP) diizeyleri hasta grupta diizeyi kontrol grubuna gére dnemli oranda
(p<0.01) diisiik oldugu tedaviyle birlikte yiikseldigi ve normal diizeye yaklastig
goriildii. Hasta grup ve tedavi grubu arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0.01) saptandi.
Bu durum yukaridaki literatiir verileriyle uyumlu bulundu. Ancak, Alani ve ark. (75)
Babesia motasi ile enfekte koyunlarda total serum protein diizeyinin gecici olarak
yiikseldigini ve sonra normale dondiigiinii ve kan tire/nitrojen diizeyinin de yiikseldigini
tespit etti. Bu durumun hastalik etkeninin B. motasi olmasindan kaynaklandigi

diistintildii.

Serumda elektroforetik olarak en hizli giden ve en biiylik keskin pik halinde
goriilen albumin fraksiyonudur. Camas ve ark. (71) saglikli kuzularda albuminin %
66.78+1.70 olarak buldu, White ve ark. tarafindan (76) yapilan ¢alismada, koyunlarin

serum albumin diizeyi % 5.7 olarak bulundu.
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Hailat ve ark. (77) saglkli koyunlarda albumini % 40, Taiwo ve ark. (70)
3.3+£0.2 g/dl, Keay ve ark. (72) % 3.8 g olarak belirtti, Mert (3) ise % 2.4-3.0 g olarak
buldu.

Bu ¢aligmada albuminin kontrol grubundaki diizeyi % 35.29 + 0.84, hasta grupta
% 37.46 = 0.61, tedaviyle birlikte % 40.60 + 0.70’e yiikseldi. Tablo 6’da oldugu gibi %
g’a cevrildiginde kontrol grubunda % 1.88 g olan albumin, hasta grupta % 1.29 g’a
diistii ve tedaviyle % 1.88 g’a yiikseldi.

Serum albumin miktar1 incelenirken tedavi sonrasi ve babesiosisli gruptaki %
olarak tespit edilen diizeyin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriildi. Fakat % g’a

gore hasta gruptaki albumin diizeyinin diisiik oldugu belirlendi.

Lobetti ve ark. (73) babesiosisli kopeklerde serum albumin diizeyinin diistiigiinii
saptarken, Springell (78) immun cevaba karsi Boophilus microplus ile enfekte edilen
babesiosisli sigirlarda plazma albumin diizeyinin arttigin1 buldu. Ayrica, Yeruham ve
ark. (79) Babesia bovis ile enfekte sigirlarda albuminin 3.6 g/dl oldugunu ve bu degerin

normal koyunlara gore yiiksek oldugunu buldu.

Tablo 6’da gorildigli gibi % g olarak da en diisiik albumin diizeyi hasta
grubunda saptandi. Total protein diizeylerini etkileyen biitiin faktorler albumin

diizeylerini de etkiledi.

Albumin diizeyi akut dehidrasyon ve sok durumu hari¢ nadiren yiikselir ve
hiperalbuminemi denilen durum sekillenir. Albumin artig1 total plazma voliimiindeki
artigla maskelenir. Artan plazma voliimii diisiik molekiil agirlikli protein olan albumin
ile iliskilidir. Kan dolasiminda yiiksek diizey saptanmustir. Yiiksek onkotik 6zellikleri
ile diger proteinlerden ¢ok fazla olarak plazma volimiinii etkiler. Yani albumin

diizeyindeki absolut artis plazma voliimiindeki artisla sonlanir (45, 80, 81).

Albumin diizeyinin azlig1i; protein alimindaki azlik, albumin sentezindeki
azalma, yogun protein yikimi ve albumin kaybi gibi nedenlerle goriliir. Aclik,
malniitrisyon, kronik gastrontestinal hastaliklarda emilim ve sindirim bozuldugundan
azalma bildirilmistir (45,80). Kronik karaciger hastaliklarinda albumin sentezi

azalmaktadir. Albumin kaybi ise evcil hayvanlarda sik¢a gozlenir. Hipoalbuminemi,
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yogun protein yikimi ile, uzun siireli ates, kontrol edilememis diabetus mellitus, travma,
insanlarda tirotoksikozis durumlarinda gozlenir. Kopeklerde hepatit ve karaciger
sirozunda diisiik albumin diizeyi saptanmistir. Akut nefrit, nefrozis, glomeruler yogun
albuminiiri neticesinde sekillenir. Kronik hastaliklarda proteiniiriye nadiren rastlanir.
Albumin atilimi, sentezindeki defekt ve kullaniminin artmasinin ortak iliskileri albumin
kaybina neden olur (81, 82). Paraziter hastaliklarda serum albumin diizeyinin azaldig1
cesitli  arastiricilar  tarafindan  bildirilmistir.  Koyunlarda, = Haemonchusta

hipoalbuminemiye ilaveten hiperglobulinemi de vardir (45, 80, 81).

Bu bilgiler 1s1¢inda, bu ¢aligmada hasta grupta albumin diizeyinin % g olarak
azalmasinin sebepleri arasinda; sentezin 6nlenmesi veya hizli yikimindan yahut globulin

konsantrasyonunun artmasindan ileri geldigi diistiniildii.

Globulin diizeyinde en belirgin azalma, kolostrum almamis yeni doganlarda
gozlenir. Globulinlerin plasental transferrinin olmamasina bagli olarak yeni
doganlardaki  pasif savunma, kolostrumda  yiiksek  diizeylerde  bulunan
immunglobulinlerin alinmastyla olur. Protein alimlarindaki noksanlik, 6zellikle Afrika
iilkelerinde protein malnutrisyonlarma bagli olarak goriilen hipoproteinemilerden
immuglobulinler de etkilenir ve savunma sistemi zayiflar, enfeksiyonlara karsi direng
diiser. Biyokimyasal agidan bakildiginda sadece protein alimindaki noksanliklar degil,
bazi vitamin ve iz element noksanliklarina bagl olarak da savunma sistemi zayiflar

(69).

Globulin  diizeylerindeki artig; enfeksiyon hastaliklarinda  y-globulin
sentezlerinin artmasina bagli olarak sekillenir. Bakteriyel ve viral hastaliklarda o-
globulinin alt iinitesi (e, komponenti)’nin plazma diizeyi artar, azalma ¢ok nadirdir. 3-
globulin miktarinda da azalma goriilmez, artislar1 ise genellikle B-lipoprotein artiglariyla
beraber seyreder. vy-globulin diizeyi bakteriyel, viral, paraziter hastaliklarda,
hepatoselliiler hastaliklarda ve bazi tiir neoplazilerde yiikselir (69).

Bu calismada, serum a;-globulin miktar1 saglikli koyunlarda % 2.68 + 0.95,
hasta grupta % 3.14 + 0.11, tedaviyle birlikte % 2.76 + 0.06 normal smirlara ulasdi. o,-
globulin miktariin saglikli koyunlarda % 14.73 + 0.39, hasta grupta % 13.26 + 0.32 ve
tedaviyle birlikte % 15.28 + 0.22’ye yiikseldigi goriildii.
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Camas ve ark. (71) saglikli kuzularda a-globulini % 4.89 + 0.34, White ve ark.
(76) %11, Hailat ve ark. (77) %10 olarak buldu. Sunulan ¢aligmada kontrol grubu

degerleri yukarida verilen literatiir verilerine gére daha diisiik seviyede bulundu.

Tablo 6’da goriildiigii gibi %g’a ¢evrildiginde kontrol grubunda % 0.14 g olan
a;-globulin, hasta grupta % 0.11 g ve tedavi sonucunda % 0.13 g’a ulasdi. a,-globulin
ise saglikli koyunlarda %0.78 g, hastalarda % 0.46 g ve tedavi edildikten sonra % 0.70
g’a yiikseldi.

Keay ve ark. (72) agar jel elektroforezi ile saglikli koyunlarda a;-globulini %
0.42-0.63 g, a,-globulini % 0.64-0.71 g buldu. Bu ¢alisma sonunda tespit edilen a;-

globulin degerlerinin bu degerlere gore diisiik, a,-globulinin ise yiiksek oldugu saptanda.

Camacho (74) bobrek yetersizligi olan ve B.annae ile enfekte kopeklerde

globulin fraksiyonlarmm saglikli kopeklere gére daha diisiik oldugunu buldu.

Yeruham ve ark. (79) Babesia bovis ile enfekte ve anemi goriilen sigirlarda
globulin fraksiyonundaki yilikselmenin babesia antijenine karsi olusan immun cevap

sonucu olusan lenfositosise bagli oldugunu ileri stirdii.

Sunulan ¢alismada babesiosisli koyunlarda a;-globulin, a,-globulin, B-globulin
ve y-globulin diizeyinde % g olarak diisme tespit edilirken tedaviyle birlikte hasta gruba
gore artis tespit edildi. Elde edilen veriler 1518inda globulin diizeylerinin degiskenlik

nedeninin enfeksiyonun kronik bir hal almis olmasindan kaynaklandig: diisiiniildii.

Bu calisma sonucunda elde edilen hasta koyunlardaki protein fraksiyon
degerlerinin ortalamasi ile normallere ait degerlerin karsilastirilmasinda; albumin
degerinin p<0.001 giiven esiginde yiikselme, a;-globulin’in p<0.01 giiven esiginde
yiikselme, az-globulin ve y-globulinin p<0.001 giiven esiginde azalma gozlendi. (-
globulinin gruplar arasindaki farki ise istatistiki yonden onemli olmadigi (p>0,05)

saptandi.

Serum proteinlerinde normalden sapmalar bir grup patolojik olaylar sonunda
ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli enfeksiyon hastaliklari, karaciger bozukluklari, akut yangisal

ve proliferatif olaylar, travma gibi doku biitlinliigiine zarar veren durumlar ve bircok
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fizyolojik bozukluklar bunlar arasinda sayilabilir. Genellikle hastalikta en ¢ok goze
carpan degisiklik albumin degerinde diisme olarak belirtilir. Travmalarda o-globulin
degeri artmaktadir. Lipoprotein metabolizmasindaki normalden sapmalar da p- globulin
fraksiyonunda degismeler meydana getirebilir. Fakat degisikliklerden birgok faktorler

sorumlu oldugu i¢in degerlendirilmesi genellikle giictiir (83).
Sonug olarak;

1. TP diizeyleri, tiim gruplarda normal diizeyden diisiikk bulundu. Bunun, protein
kaybindaki artigin yam sira, ik, ¢evre ve yasa ait 6zelliklerden kaynaklandigi

diisiiniilebilir.

2. Albumin diizeylerinin, hasta grupta % g olarak normal diizeyden diisiik
bulunmasinin nedeni; hastalarda enfeksiyon nedeniyle protein sentezinin

azalmas1 veya proteinlerin hizli yitkimlanmasindan ileri gelebilir.

3. ay—globulinin hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek, o,—globulin
diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik, y—globulin diizeyi ise tiim gruplarda
diistik bulundu. Enfeksiyonun baslangicinda etkili bir sagaltim uygulanmasmdan
dolay1, bagisiklik olusmadan protozoonlar hastanin kaninda bir siire kalip, sonra

kaybolmasinin, bu tablonun olusmasinda etkili oldugu fikrine varilabilir.
4. A/G diizeyi globulin konsantrasyonundaki artistan dolay1 ytikseldi.

5. Babesiosisli koyunlarda kan serumu protein fraksiyonlarim1 gosteren bir
literatiire  rastlanilmadi. Babesiosisli koyunlarin  kan serumu protein
fraksiyonlarindaki degismeler eritrositlerdeki hemolizin derecesine gore

proteinlerin hizli yikilmasina baglanabilir.
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OZET

Apaydin B, Babesiosisli koyunlarda serum proteinlerinin elektroforetik
incelenmesi. Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dal Yiiksek
Lisans Tezi, Van, 2006. Ulkemizde hayvanlarda genellikle biiyiik ekonomik kayiplara
neden olan Babesiosis dnemli bir saglik problemidir. Bu ¢aligma Van ydresindeki
koyunlarda goriilen Babesiosis hastaliginin serum protein fraksiyonlar1 iizerine yaptigi
etkileri arasgtirmak amaciyla planlandi. Caliymada, canli materyal olarak Babesiosis
hastaligina yakalanmig 1.5-2 yas arasi toplam 36 Akkaraman koyun (hasta grup)
kullanild1. Hasta koyunlar tedavi edilerek tedavi sonrasi grubu olusturuldu. 20 saglikli
Akkaraman k1 koyun ise kontrol grubu olarak kullanildi. Vena jugularis’den usuliine
uygun olarak alinan kan Orneklerinin serumlar1 ayrildi ve elektroforez islemine kadar
derin dondurucuda bekletildi. Total protein diizeyleri Biliret metodu, protein
elektroforezi ise seliiloz asetat kartlar1 kullanarak tayin edildi. TP (p<0.01) ve on-
globiilin’nin hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore 6nemli oranda (p<0.001) diisiik
oldugu, tedaviyle birlikte yiikseldigi tepit edildi. Albuminin hasta ve tedavi sonrasi
gruptaki diizeyi kontrol grubuna goére 6nemli oranda (p<0.001) yiiksek oldugu bulundu.
a;-globiilinin hasta gruptaki diizeyi kontrol grubuna goére onemli oranda (p<0.01)
artarak, tedaviyle birlikte normal diizeye diistiigi goriildi. B-globiilin diizeyinde
istatistiksel olarak fark bulunamadi. y-globiilinin hasta grupta ve tedavi sonrasi grupta
onemli oranda (p<0.001) azaldig1 saptandi. A/G oraninin hasta ve tedavi sonrasi
gruptaki diizeyi kontrol grubuna gore 6nemli oranda (p<0.001) yiiksek oldugu bulundu.
Babesiosisli  koyunlarm  kan serumu protein fraksiyonlarindaki = degismeleri
eritrositlerdeki hemolizin derecesine gore proteinlerin hizli yikilmasina baglamak

miimkiin goriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Albumin, elektroforez, globulin, koyun, protein
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SUMMARY

Apaydin B, Electrophoretical Examination of Serum Protein Fraction of
Sheep with Babesiosis. Yiiziincii Y1l University, Health Science Institute,
Department of Biochemistry MSci. Thesis, Van 2006. Babesiosis is an important
health problem in our country which usually brings on large economic losts in animals.
In the present study, the effects of sheep babesiosis on the serum protein fractions were
investigated in Van region. In this research, 36 Akkaraman sheep with babesiosis
(infected group) between the age of 1.5-2 were used a living material. Infected sheeps
were cured to make up infected group (BG). 20 healthy Akkaraman sheep (control
group) were used. Serums were seperated from the blood samples taken from vena
jugularis and kept in deepfreeze (-20°C) until electrophoretical analysis. The levels of
total proteins were determined by Biuret Method and electrophoresis were performed by
cellulose acetate technique. The levels of TP (p<0.01) and a,-globulin in BG were
determined lower than control group (CG) (p<0.001) that both were increased with
treatment. The concentration of albumin in BG and after treated group (TG) was
founded higher than the CG (p<0.001). The levels of a;-globulin in BG were saw higher
than the CG (p<0.01) and both were decreased to the normal levels after the treatment.
The levels of B-globulin weren’t determined the difference (p>0.05) as statisticaly. The
concentration of y-globulin in BG and after treated group (TG) was founded lower than
the CG (p<0.001).The concentration of A/G in BG and after treated group (TG) was
founded higher than the CG (p<0.001). The cause of the variation in the blood serum
protein fractions of the sheeps with babesiosis is the fast destruction of the proteins

according to the degree of hemolysis.

Key Words: Albumin, Electrophoresis, Globulin, Protein, Sheep
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