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Estivasyon doneminde farkh kabuk renklerinin Helix |

lucorum Linneaus, 1758 (Gastropoda: Helicidae) Uzerine
Etkisi

The effect of different shell colors on helix lucorum
(Gastropoda: Helicidae) in estivation period

OZET

Bu c¢alismada, Tirk salyangozu (Helix lucorum Linneaus, 1758) igin sicaklik
degerlerinin kritik sinirlarda oldugu estivasyon (yaz uykusu) déneminde, beyaz ve
siyah kabuk renginin canli agirhiga olan etkisi arastirilmistir. Helix lucorum’un
kabuklar1 estivasyon baglangicinda siyah ve beyaza boyanarak, biri kontrol grubu
olmak iizere beyaz boyali, siyah boyali ve dogal renginde olan iicer tekerriirlii ii¢ grup
olusturulmustur. Her grup i¢in 20 adet salyangoz planlanmis ve toplamda 180 adet H.
lucorum kullanilmustir. Estivasyon déneminde hipometabolizmik davranig Prosediirii;
estivasyona giris, estivasyon donemi ve estivasyondan ¢ikis olmak iizere iic asamada
degerlendirilmistir. Estivasyon doneminde siyah renge boyali salyangozlarin
¢ogunlugu toprak alani, beyaz renkte olanlar penin cam yiizeyinde ve kontrol
grubundakiler toprak alan ve cam yiizeyde sabitlenmeyi tercih etmislerdir. Estivasyon
donemi sonunda siyah boyali grup %40 oraninda 1.giin yaz uykusundan uyanmistir. Bu
stireci 4.giinde %100 uyanigla siyah boyali grup tamamlamisgtir. Beyaz renge boyali
grup 10.giinde, kontrol grubu ise 5.giinde tamamen uyanmistir. Estivasyon ¢ikisinda en
yiiksek yasama orani beyaz boyali grupta (%98) tespit edilmistir. Siyah renge boyanan
salyangozlarin ii¢ aylik estivasyon siirecinde, bireylerin aktivasyon oncesi ve sonrast
agirhk Olgiim degerlerinde istatistiki olarak ¢ok Onemli farkliliklar (p<0,05) tespit
edilmistir. Estivasyon baglangic ve bitis kabuk Olciim degerleri karsilagtirildiginda
(yikseklik ve genislik) istatistiksel bir farklilik goriilmemistir. Siyah renge boyanan
bireylerin canli agirlik kaybi estivasyon donemi sonunda %?24,59 oraninda tespit
edilmistir. Estivasyon siirecinde beyaz rengin, siyah boyali renge ve boyali olmayan
kontrol grubuna goére avantajli bir oranda (%6,18) oldugu belirlenmistir. Estivasyon
stirecinde yiiksek 1s1 emiliminin koyu renkli kabukta daha fazla olmasi nedeniyle, agik
rengin bu kara salyangozu igin avantajli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, salyangoz
yetistiriciliginde spesifik biiylime agisindan olduk¢a 6nemli olup, salyangoz kiiltiir
yontemlerinin olusturulmasina 11k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Agirlik Kazanci, estivasyon, H.lucorum, Tiirk salyangozu,
sicaklik

ABSTRACT

In the study, the effect of white and black shell color on Turkish snail (Helix lucorum)
was investigated in the estivation period. The shells of Helix lucorum were painted in
black and white at the beginning of estivation. Three groups of three replicates were
created; white group, black group and control group. 20 snails were planned for each
group and 180 H. lucorum were used in total. Hypometabolic behavior procedure
during estivation period was evaluated in three stages as entrance to estivation,
estivation period and exit from estivation. The majority of snails painted in black
during the estivation period chosed soil. The white ones collected on the glass surface
of the pen (aquarium). Snails in the control group were fixed both in the soil area and
on the glass surface. At the end of the estimation period, 40% of the black-painted
group woke up from summer sleep on the first day. The black painted group exited
100% estivation on the fourth day. The group painted in white woke up on the tenth
day and the control group completely on the fifth day. At the exit of estivation the
highest survival rate was found in the white-painted group (98%). Statistically
significant differences (p<0,05) were deternined in the weight measurement values of
snails painted in black color before and after estivation.

Keywords: Weight gain, Estivation, H. lucorum, Turkish snail, temperature
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Estivasyon déoneminde farkli kabuk renklerinin etkisi

No statistical difference was found when the estivation start and end shell measurement values (height and width) were
compared. At the end of the estivation period, the body weight loss of individuals dyed in black was 24,59%. The white
group was found to be more advantageous (6,18%) than other groups. It was determined that light color is advantageous
for this land snail due to higher heat absorption in the dark crust during the estivation period. This study is very
important in terms of specific growth in land snail breeding and will shed light on the creation of land snail culture

methods.
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Hayvanlar aleminin en biiylk

ikinci subesi olan Mollusca

(yumusakgalar) subesinin

Gastropoda (karindanbacaklilar)

smifinda  yer alan  kara
salyangozlart (Adeyeye & Afolabi, 2004;
Akman vd., 2005), kritik sicaklik sinirlarinda,
hava sartlar1 ile basa ¢ikmak i¢in morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal agidan adaptasyon
gelistirmiglerdir (Umezurike ve Theanacho,
1983; Pedler vd., 1996; Storey, 2002).
Bunlardan biriside kabuk rengi olarak 6n plana
cikmaktadir. Canlhilarin  dig  ylizey rengi,
yasamlarint siirdiirmede Onemli rolii olan bir
olgudur. Renklenme, viicut ylizeyini kaplayan
tabaka tarafindan absorbe edilen enerjiyi
etkileyerek olusmaktadir. Renk koyulastikca
absorbe edilen enerji miktar1 da yiikselmektedir.
En distaki yiizey tabakasiin rengi, yansitilan
dalga boylarina baghdir. Bir canl yiizey rengini
predatdrlere  karst  koruyucu  anlamda
kullanirken, diger canlhlarla iletisimde de
kullanabilmektedir (Badyaev & Hill, 2000;
Thery vd., 2005; Exnerova vd., 2006). Kurak
bolgelerde yasayan hayvanlar i¢in renk oldukca
onemlidir (Cloudsley-Thompson, 1978).
Sicaklik seviyesinin kritik smirlarda oldugu
durumlarda karasal yumusakgalarin,
dehidrasyona kars1 olduk¢a hassas olduklari
bildirilmektedir (Prior, 1985; Luchtel ve
Deyrup-Olsen, 2001). Cok yiiksek veya diisiik
sicakliklarda salyangozlar hayatta kalmak ig¢in
baz1 adaptasyonlar gostermektedir. Ozellikle dis
kabuk  renginin  beyaz  olmasi, kara
salyangozlarinin sicak ortamlardaki basarisini
artirabilir bir unsur olarak goriilmektedir. Beyaz
renkli kabuklarin yiiksek sicakliklarda giines
151811 geri yansitarak, kabuk icine girisinde
daha az absorbe edilisi, viicut suyunun daha az
kaybedilmesine neden olmaktadir. Kabuk rengi
acitk olan salyangozlar daha diisiik viicut

sicakligr kaydettikleri i¢in yiiksek sicaklikta
hayatta kalma oranlarin1 artirabilmektedirler
(Schmidt-Nielsen vd., 1971; Heath, 1975;
Richardson, 1974). Viicut agirhiginin yaklasik
%80-90’1 su olan salyangozlarin, viicut
agirliklarindaki azalma, su kaybinin oldugunu
gostermektedir (Schmidt-Nielsen vd., 1971;
Yom-Tov, 1971; Steinberger vd., 1981). Kara
salyangozlarinin  fizyolojisindeki  degisimler
tizerine su, sicaklik ve nemin etkili oldugu,
bunun sonucunda davranigsal bazi degisimlerin
soz konusu oldugu bildirilmektedir (Prior,
1985; Cook, 2001; Storey, 2002; Giokas, vd.,
2007). Bu anlamda tire 0zgli habitat
gereksinimlerinin tespit edilmesi,
salyangozlarin  gelecekte degisen ¢evresel
sartlarda  tepkilerinin tahmin edilmesinde
kullanilabilecektir (Storey, 2002). Beyaz kabuk
rengine sahip olan Sphincterochila cinsi
salyangozlar, renk avantajindan dolay1 en bol
bulunan gastropodlardir (Moreno-Rueda, 2002).
Bu tiir salyangozlar, kurak ortamlarda 06zel
siginaklar aramadan  estivasyon  siirecini
rahatlikla gecirebilmektedirler (Steinberger vd.,
1983; Arad vd., 1989; Cook, 2001; Moreno-
Rueda, 2007; Moreno & Collantes-Martin,
2007; Moreno-Rueda, 2008). Bu c¢alismada,
kabuk rengi koyu olan Helix cinsi kara
salyangozlarinin, kurak donemlerde viicut
agirhk kaybminin giderilmesinde yeni bir
yontem olusumu arastirilarak, salyangoz
yetistiriciliginde estivasyon siirecine katki
saglanmaya calisilmistir.

MATERYAL VE METOT

Canli materyal temini

Bu calisma da kullanilan salyangozlar (H.
lucorum) Mayis 2018 yilinda, Hatay’in
Iskenderun ilgesinin yiiksek daglik bdlgesinden
toplanarak (180 adet), arastirma yeri olan
Iskenderun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri
ve Teknolojisi Fakiiltesi’ne getirilmistir. H.
lucorum Schiitt (1993)’e gore teshis edilmistir.

Ml



Arastirma prosediirii

Toplanan  salyangozlara iki gliin yem
verilmemis, 3. giinden itibaren marul ile yari
acik bir alanda bir hafta yemleme yapilarak
ortama adaptasyonu saglanmistir.  Arastirma
oncesi, salyangozlarin bir bolimii beyaza, diger
boliimii siyah renge boyanmistir.  Bdylece,
Beyaz Boyali (BB), Siyah Boyal1 (SB) ve dogal
renginde olmak iizere (K), biri kontrol iiger
tekerrlirlii tic grup ile arastirma yapilmistir.
Salyangozlar 50x50x5 cm biiyiikliigiindeki 9
adet 20’ser adet olacak sekilde

pene
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yerlestirilmistir. Cam materyalden yapilmis
olan pen igine 20 cm yiiksekliginde humuslu
toprak konulmustur. Salyangozlar, Haziran
ortasi estivasyona girmis, Eyliil sonu estivasyon
siirecini  tamamlamiglardir.  Salyangozlarin
Estivasyon Oncesi (EO) ve Sonrast (ES) canli
agirlik Olgtimii i¢cin 0,1 g hassasiyetli dijital
terazi, ylkseklik ve genislik 6l¢iimii icin dijital
kumpas (0,01 mm) kullanilmistir. Salyangozlar
estivasyona girig slirecine kadar marul ile
beslenmis, bu adaptasyon siiresince penlerdeki
toprak spreyleme yontemi ile nemlendirilmistir.

"’.-' g

Sekil 1. Estivasyon siirecinin baglangicinda salyangozlar (H. lucorum); (A)beyaz boyali, (B)siyah boyali

ve (C)kontrol grubu.

Hipometabolizmik davrams prosediirii

Salyangozlarin estivasyon donemi; estivasyona
giris, estivasyon donemi ve estivasyondan ¢ikis
olmak {izere iic asamada degerlendirilmistir.
Salyangoz tiirlerinin hipometabolizmik
davranislart; pendeki hareketlilik durumlarina,
pen icinde hareketli olduklar1 bolgelere ve
sabitlenerek estivasyonu gecirdikleri alana gore
degerlendirilmistir.

istatistiksel analiz

Istatistiki hesaplamalarda SPSS paket programi
kullanilmistir.  Karsilagtirmalar  yapilamadan
once varyanslarin homojenligi test edilmistir.
estivasyon Oncesi ve sonrasi 0l¢lim degerlerinin
karsilagtirilmasinda t-testi  (Esleme metodu-
paired t test), siyah, beyaz renge boyanmis
bireyler ve kontrol grubundaki bireylerin

estivasyon  sonrast  Ol¢lim  degerlerinin
karsilastirilmasinda ise tek yonli varyans
analizi (One-Way Anova) ve Duncan Testi
kullanilmistir.

BULGULAR

Salyangozlarin bulundugu penler yar1 kapali bir
ortamda bulundugu igin estivasyon siirecine

girdikleri aydan itibaren (Haziran 2018),
sicaklik, nem ve yagis verileri giinliik
Ol¢iimlenerek, aylik  ortalama  degerleri

belirlenmistir. En yiiksek sicaklik ve en diisiik
yagis Agustos ayinda goriiliirken, en yiiksek
nem orant Temmuz ayinda, en yliksek yagis
Haziran ayinda tespit edilmistir (Tablo 1).




Estivasyon doneminde farkli kabuk renklerinin etkisi

Tablo 1. Estivasyona giris ve ¢ikis siiresince sicaklik, nem ve yagis degerleri

Giinliik Haziran Temmuz Agustos S.H*
| Maksimum sicakbk (*'C) 34 35 39 02l
Minimum sicaklik (°C) 25 29 33,8 0,15
Ortalama giinliik sicaklik (°C) 32,36 31,03 36,02 0,33
Nem (%) 60 65 64 0,22
Giinliik yagis (mm) 7,1 11 0,0 0,20
Siyah renge boyanan salyangozlarin ti¢ aylik  salyangoz kabuk oOlgiimlerinin  estivasyon

baslangi¢ ve bitis degerleri karsilastirildiginda
(yikseklik ve genislik), istatistiksel bir farklilik
gorlilmemigtir (Tablo 2).

estivasyon silirecinde, bireylerin estivasyon
oncesi ve sonrast agirlik Ol¢lim degerlerinde
istatistiki  olarak ¢ok Onemli farkliliklar
(p<0,05) tespit edilmistir. Yaz uykusu siirecinde

Tablo 2. Siyah renge boyanan salyangozlarin estivasyon baslangi¢ ve bitisindeki agirlik, yilikseklik ve genislik
Ol¢timlerine ait tanimsal istatistik degerleri (ort=SH).

Estivasyon Baslangi¢ Estivasyon Cikis

Siyah Boyali Grup (SBG)

Agirhik 28,22+1,35 21,28+1,32 ' 20
Yiikseklik 37,53+1,11 37,46+1,08 20
Genislik 27,42+1,06 27,38+0,95 20

Beyaz Renge boyanan bireylerin estivasyon
basinda ve ¢ikisinda beyaz rengin viicut agirhigi
tizerine bir etkisinin olmadii ayni zamanda

yiikseklik ve genislik degerleri arasinda da
istatistiksel (p<0,05) bir farklilik bulunmamaistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Beyaz renge boyanan bireylerin estivasyon oncesi ve sonrasi agirlik, yiikseklik ve genislik 6lgtimlerine ait
tanimsal istatistik degerleri (ort+SH).

Beyaz Boyali Grup (BBG) Estivasyon Baslangic Estivasyon Cikis I\
Agirhk 27,63+1,42 25,92+1,71 20
Yiikseklik 37,1240,96 37,08+0,82 20
Genislik 26,95+10,13 26,83+1,14 20

Arastirmada kabuklarma boyama yapilmamis ve geniglik degerleri arasinda istatisksel
kontrol grubuna bakildiginda, salyangozlarin  anlamda bir farklilik gozlenmemistir (Tablo 4).
estivasyon oncesi ve sonrasi agirlik, ytikseklik

Tablo 4. Kontrol grubundaki bireylerin estivasyon Oncesi ve sonrasi agirlik, yiikseklik ve geniglik olgiimlerine ait
tanimsal istatistik degerleri (ort+=SH).

Kontrol Grup (KG) Estivasyon Baslangic Estivasyon Cikis N
Agirhik 28,02+1,64 24,66+1,24 20
Yiikseklik 37,72+1,23 37,75+1,96 20
Genislik 27,01+1,37 26,98+1,85 20
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Hipometabolizmik davrans cam ylzeyde sabitlenmeyi tercih etmislerdir

Estivasyona giris agamasi: Dogadan Mayis ay1 (Tablo 6).

basinda  toplanan  salyangozlar  penlere  Estivasyondan ¢ikis: Eyliil 2018 basinda
yerlestirildikten sonra ilk 2 giin yemleme salyangozlarda uyanislar  goézlemlenmistir.
yapilmamigtir. 3. giinden itibaren salyangozlara  Hareketlilik bolgeleri bakimindan
marul verilerek serbest yemlemeye gec¢ilmistir.  incelendiginde, genellikle {i¢ grupta estivasyon
Haziran ay1 sonuna kadar salyangozlar, Oncesi hareketlilik gosterdikleri alanlari tercih
yemlenme disinda kalan siirede, siyah renge ederek gezinme davranisi gostermislerdir
boyali H. lucorum’lar daha ¢ok pen igindeki (Tablo 7). Estivasyondan c¢ikis giin sayisina
toprak alani tercih ederek gezinti davranigt  bakildiginda siyah boyali grup %40 oraninda
sergilemistir. Beyaz renge boyali olanlar, 1l.glin yaz uykusundan uyanmistir. Bu siireci
genelde penin cam yiizeyinde gezinmeyi tercih  4.glinde %100 uyanigla siyah boyali grup
etmislerdir. Kontrol grubundakiler ise hem cam  tamamlamistir. Beyaz renge boyali grup
ylizeyde hem de pen igindeki toprak alanda  10.giinde, kontrol grubu ise 5.giinde tamamiyla
hareketlilik gostermislerdir (Tablo 5). uyanist  gerceklestirmiglerdir  (Tablo ).
Estivasyon ¢ikisinda en yiiksek yasama orani
beyaz boyali grupta (%98), en diisiik oran ise
siyah grupta (%85) tespit edilmistir.

Estivasyon donemi: Haziran 2018 sonunda
baglayan bu donemde, siyah renge boyali
salyangozlarin c¢ogunlugu toprak alani, beyaz
renkte olanlar penin cam ylizeyinde ve kontrol
grubundakiler benzer oranlarda toprak alan ve

Tablo 5. Salyangozlarin estivasyona giris asamasinda hipometabolizmik davranislari.

Estivasyona Giris (Haziran 2018)

Tiirler (n=20) Hareketlilik Bolgesi Tercih Edilen Mukus ve Digki Sabitlenme Bolgesi
Beslenme Zamam Birakma Yeri ve
Sikhig1
Siyah Boyali Grup Penin toprak alani Aksam Toprak alan, Hareketli Yok
(SBG) oldugu stirece
Beyaz Boyali Grup Penin cam yiizeyi Sabah, 6glen, aksam Cam yiizeyi, Siirekli Yok
(BBG)
Kontrol Grup (KG) Penin cam yiizeyi ve Sabah (erken), aksam Cam yiizeyi ve toprak Yok
toprak alani (gec) alan, siirekli

Tablo 6. Salyangozlarin estivasyon dénemi hipometabolizmik davraniglari.

Estivasyon Donemi (Haziran, Temmuz, Agustos 2018)

Tiirler (n=20)

Hareketlilik Bolgesi Beslenme Zamani Mukus ve Diski Sabitlenme Bolgesi
Tercihi Birakma Yeri ve
Sikhigi

Siyah Boyali Grup Yok Yok Yok Toprak alan (%80)
(SBG)
Beyaz Boyali Grup Yok Yok Yok Cam yiizeyi (%90)
(BBG)
Kontrol Grup (KG) Yok Yok Yok Cam ve toprak alan (%50)
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Tablo 7. Salyangozlarin estivasyondan ¢ikis asamasinda hipometabolizmik davraniglar1.

Estivasyondan Cikis (Eyliil 2018)

Tiirler (n=20) Hareketlilik Bolgesi Beslenme _Zz_lmanl Mukus ve Diski Sabitlenme Bolgesi
Tercihi Birakma Yeri ve
Sikhig1
Siyah  Boyahh  Grup Cogunlukta pen Cogunlukta aksam Toprak alan Yok
(SBG) icindeki toprak Hareketli oldugu
alanda stirece
Beyaz Boyalh  Grup Cogunlukta penin Sabah, 6glen, aksam Cam yiizeyi, Siirekli Yok
(BBG) cam ylizeyi
Kontrol Grup (KG) Penin cam yiizeyi ve Cogunlukta sabah, Cam yiizeyi ve toprak Yok
toprak alani aksam alan, siirekli

Tablo 8. ilk on giinde salyangozlarin (H. lucorum) estivasyon doneminin bitis oranlar1 (%).

Uyams (giin) Siyah Boyali Grup (%) Beyaz Boyali Grup (%) Kontrol Grubu (%)
1.giin 40 5 34
2.giin 67 15 56
3.giin 88 28 83
4.giin 100 46 96
5.giin 100 62 100
6.giin 100 75 100
7.giin 100 84 100
8.giin 100 93 100
9.giin 100 98 100
10.giin 100 100 100

Hava sicakliginin yilikselmeye basladigi zaman
salyangozlar kabuklarinin i¢ bolgesine ¢ekilerek
estivasyon slirecini gecirmislerdir. Bu siirecte
besin ve su alig1 olmadig1 i¢in canli agirlikta bir
azalma s6z konusu olmustur. Bu azalmanin
siyah, beyaz ve dogal kabuk rengindeki bireyler
arasinda oransal karsilastirmas: yapildiginda,

siyah renge boyanan bireyler kurak siireci beyaz
ve siyah renge gore %?24,59 oraninda canlt
agirhik kaybr ile tamamlamistir. Estivasyon
stirecinde beyaz rengin, siyah boyali renge ve
boyali olmayan kontrol grubuna gore avantajli
bir oranda (%6,18) oldugu tespit edilmistir
(Tablo 9).

Tablo 9. Siyah ve beyaz renge boyanmis bireyler ile kontrol grubundaki bireylerin estivasyon sonrasi canli agirlik
6l¢tim degerlerinin karsilagtirilmasi (ort=SH).

> Estivasyon Estivasyon Cikis Agirhik kaybi (%) Yasama Orani
L) Baslangic (%)
Siyah Boyah Grup (SBG) 28,2241,352 21,28+1,322 24,59 85
Beyaz Boyali Grup (BBG) 27,63+1,428 25,92+1,71° 6,18 98
Kontrol Grup (KG) 28,02+1,642 24,66+1,24° 11,99 93
BULGULAR
Salyangozlarin viicut yiizeyini kaplayan tabaka  daha korunakh bolgelerde barindig

tarafindan absorbe edilen enerji miktari, yiizey
rengi koyulastik¢a artmaktadir (Exnerova vd.,
2006). Dogada koyu renkli salyangozlarin
kurak aylarda daha az 1g1kli, 1s1ktan ve sicaktan

gbzlenmistir (Badyaev & Hill, 2000). Moreno-
Rueda (2008)’'nin yaptigi bir ¢alismada,
kabuklar1 siyah renge boyanmis salyangozlarin
(Sphincterochila candidissima) kontrol grubu
olan salyangozlardan daha fazla agirlik
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kaybettigi bildirilmistir. Bu c¢aligmada ise
ortalama agirlik degerleri dikkate alindiginda,
kontrol grubu ile beyaz ve siyah gruplari
arasinda 6nemli bir farkin olmadigi (P>0,05),
ancak siyah renge boyanan bireylerin
estivasyon Oncesi ve sonrasi agirlik, ytikseklik
ve genislik degerlerinde istatistiki olarak g¢ok
onemli farkliliklar (P<0,05) tespit edilmistir. Bu
sonucun dayandigi en belirgin sebep, siyah renk
ile boyanmis kabuklarda 151k yansimasinin daha
diisik olmasit ve bu nedenle diger salyangoz
tiirleri ile yapilan diger ¢alismalarda gosterildigi
gibi  daha fazla 1s1  tutmasi  olarak
belirtilmektedir (Heath, 1975; Moreno-Rueda,
2008). Yapilan arastirmalarda, sicakligin artis
ve azaligindaki kritik sinirda (estivasyon siireci)
agirhik  kaybinin oldugu (Onadeko, 2010),
estivasyon doneminde, hemolenf yoluyla,
mineral tuzlarinin kabuktan ilgili hiicrelere ve
bagirsak sivisina tasindigt ve bu siiregte
salyangoz  kabuk kalinliginda  azalmalar
olabilecegi bildirilmektedir (Porcel vd., 1996).
Yom-Tov (1971)’un bildirdigine gore, viicut
sicakliginin artist su kaybini artirarak viicut
agirhigini diistirmektedir. Salyangozlarda govde
bliytikliigiiniin, kabuk rengi ile sicaklik emilimi
arasindaki etkilesimi etkileyebildigi
bildirilmektedir (Slotow vd., 1993). Literatiirde
sunulan sonuglar, beyaz rengin kurak yasayan
salyangozlarda hayatta kalmak ic¢in avantajh
oldugunu  gostermektedir  (Heller, 1984).
Sereflisan ve Alkaya (2019)’nin yaptig1 bir
caligmada, kabuklar1 siyah renge boyanmis olan
Helix aspersa’nin estivasyon doneminde agilik
kaybettigi  bildirilmistir. Bu  arastirmada,
estivasyon sonrast siyah, beyaz ve kontrol
grubunun agirlik, yiikseklik ve genisliklerinin
karsilagtirllmas1 ~ sonucunda,  genislik  ve
yiikseklik ortalama degerleri arasinda gruplar
aras1 farkin istatistiki olarak onemli olmadig1
(P>0,05) tespit edilmistir. Bunun yaninda
kontrol grubu ile beyaz grup arasinda 6nemli bir
farkin olmadig1 (P>0,05), ancak ortalama
agirlik degerleri agisindan siyah ve beyaz
gruplar arasinda istatistiki olarak Onemli bir

farkin  oldugu (P=0,01) tespit edilmistir
(P<0,05).

Sonug ve oneriler

Karada yasayan salyangozlar, kurak

mevsimlerde yaz uykusu siirecine girerek bu
zorlu siirecte kendilerini korumak igin ¢aba
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harcamaktadirlar. Ozellikle bu dénemde viicut
su kaybin1t dengede tutmak en biiylik
gereksinimleridir. Salyangozlarin viicut
sicakliginin kabuk rengi ile dogrusal bir iliskide
oldugu bir¢cok c¢alismada belirlenmistir. Kabuk
renginin agirlik kaybina etki ettigi hipotezini ve
bunun bir sonucu olarak, termoregiilasyonun
aracilik ettigi bir mekanizmay1 destekledigi
ortaya konulmustur. Bu arastirmadan elde
edilen sonug, yetistiricilik acisindan
degerlendirildiginde, kurak ortamda yapilan
yetistiricilikte — agirhik  kaybmin  olmamasi
konusunda tiiriin kabuk renginin Onemli
olduguna dikkat ¢ekilmektedir.
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Effects of Pennyroyal (Mentha pulegium L.) on Angiotensin
Converting Enzyme-2 (ACE-2) and Antioxidant

Parameters in Rabbits

ABSTRACT

Many studies have been conducted on medicinal aromatic plants in recent years.
Alternative medicine particularly comes to the fore as an alternative to the use of
synthetic agents. The antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and antiviral effects
of phenolic compounds, especially in the structure of aromatic plants, are known.
Among those well-known aromatic plants, Pennyroyal (Mentha pulegium L.) is known
to contain a large amount of phenolic compounds. In our study, by taking these effects
of phenolic compounds into consideration, the effectiveness of pennyroyal on
antioxidant parameters and Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), and that has
many important functions in the organism, was evaluated. A total of 15 New Zealand
rabbits were used in the study. The animals were divided into three experimental
groups with 5 rabbits in each group. While no Pennyroyal was added to the control
group, 0,1% and 0,2% were added to the diets for the other groups. All groups were fed
ad-libitum. On the 14th day of the experiment, serum ACE2, GSH and MDA levels
were determined with blood taken from the ears of the rabbits. According to the
analysis results, while a decrease in ACE2 and MDA levels was determined in the
groups which were given 0,1% and 0,2% Pennyroyal compared to the control group, a
significant increase was observed in the GSH level. As a result, determined the
antioxidant effect of Pennyroyal as well as the effect of decreasing the serum ACE2
level.

Keywords: Angiotensin-converting enzyme 2, Pennyroyal, GSH, MDA, Covid-19

NTRODUCTION

In recent years, with the increased interest in medicinal and

aromatic plants and the active ingredients derived from these

plants, studies that reveal the effects of these plants on humans

and animals have been brought to the agenda (Baytop, 1999). The
secondary metabolites of these plants have found widespread use in
traditional medicine due to their potential for pharmaceutical and
biological properties. Secondary metabolites have shown several
biological and pharmaceutical effects in plants, including antioxidant,
anti-inflammatory, and antimicrobial activities (Zengin et al., 2018).
Some of the nearly 300 plant families that grow in nature have an
important place. Among those, Labiatae (Lamiaceae) family has been
widely used in the world for many purposes (Ishtiaq et al., 2014). It is
the genus Mentha, which is a large member of this family and spreads
from the Mediterranean to Central Asia (Ceylan, 1997).
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Effects of pennyroyal on ACE2 & antioxidant parameters

This genus has more than twenty species.
Mentha plants have been used extensively in
medicine, food and cosmetics for many years
(Karadogan et al., 2003; Villaverde et al.,
2016). Additionally, Mentha plants exhibit
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial
and antiviral effects due to their rich flavonoid
and phenolic compounds (Baratta et al., 1998;
Kasrati et al., 2015; Lee & Shibamoto, 2002).

Pennyroyal (Mentha pulegium) is a perennial
aromatic herbaceous plant belonging to the
genus Mentha that can grow up to half a meter
in height (Gruenwald et al., 2000). The dried
parts and the essential oil obtained from them
are widely wused in traditional medicine
(respiratory system disorders, digestion, liver
and gall bladder disorders), gastronomy (spices,
snacks), aromatherapy and cosmetics (Agnihotri
et al., 2005; Ahmed et al., 2018; Gruenwald et
al., 2000; Rodrigues et al., 2013).

Free radicals are molecules with unpaired
electrons in their outer orbits. Free radicals
occur naturally in the body and are important
intermediates in natural processes involving the
control of vascular tone, cytotoxicity, and
neurotransmission. However, the presence of
free radicals in high concentrations can damage
all cell structures including DNA, proteins and
cell membranes that cause many diseases in
humans and animals such as atherosclerosis,
cancer,  diabetes, rheumatoid arthritis,
cardiovascular diseases, genital track infection,
inflammation, aging and other degenerative
diseases. The antioxidant defense system
contains  antioxidant ~ components  and
antioxidant enzymes and plays an important
role in delaying and preventing the oxidation of
biomolecules such as DNA and protein.
Aromatic plants are classified as natural
antioxidants because they contain phenolic
compounds that reduce the formation of free
radicals and have antioxidant activity, and many
studies have indicated that they can be used as a
replacement for synthetic antioxidants with side

effects (Grimsrud et al., 2008; Keller, 2006;
Kuru et al., 2016).

Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) is
a homologue of an Angiotensin converting
enzyme (ACE) discovered in 2000 (Donoghue
et al., 2000). Although there is a similarity
between ACE and ACEZ2, their functions are
completely different. Although ACE2 is widely
found in the heart, kidney, lung and testis, a
small amount is also found in the circulation
(Serfozo et al., 2020; Tipnis et al., 2000). In the
last months of 2019, it has been reported that
ACE2 enzyme is one of the primary receptors
in the entry and attachment of the coronavirus
in the human body, which is described as a new
type of coronavirus infection (SARS-CoV-2,)
which appeared in Wuhan, China, and caused a
pandemic (H. Cheng et al.,, 2020; Lu et al.,
2020).

In this study, the effects of Pennyroyal added
to rabbits' feed on serum ACE2 levels and
antioxidant parameters were investigated.

MATERIALS and METHODS

Animals and experiment design

In the study, 15 female New Zealand rabbits
weighing 1500-2500 g were used. Rabbits were
obtained from Atatiirk University Experimental
Animal Breeding Unit, which is officially
authorized to breed and sell test animals. The
animals were housed in cages specially
designed for their species and were fed ad-
libitum. The temperature of the room where the
animals were housed was set to 25°C, and the
lighting was set to be 12 hours light and 12
hours dark. The rabbits were fed a basal ration
containing 24% crude protein, 3,2% crude fat,
5,90% crude fiber and 3300 kcal / kg metabolic
energy (NRC, 1995). Experiment Groups;

Group I: Control group (C) fed ad-libitum
without any intervention,

Group II: The group in which 0.1% Pennyroyal
powder (P1) was added to the feed for 14 days,

MEN L



VetBio, 2021, 6(1), 9-14

Group I11: The group in which 0.2% Pennyroyal

powder (P2) was added to the feed for 14 days,

Pennyroyal (M. pulegium)

Pennyroyal used in the study was collected in
the season from Bogatepe village (40 © 48"21.2
"N 42 ° 53'37.8" E / Turkey) of Kars province,
dried and ground. The GC/MS analysis of
Pennyroyal (M. pulegium L.) was performed by
obtaining essential oil through water vapor
distillation method. The results of the analysis
showed that the major compounds of the
Pennyroyal were Linalool (13,61%) and
Menthone (10,56%).

Sampling and analysis

At the end of the study (14th day), blood
samples were taken from the ear vena of the
animals into anticoagulated tubes. The blood
samples taken were centrifuged at 3000 rpm for
5 minutes, and their plasma was stored at -20°C
until the day of analysis. Plasma ACE2 levels
were determined according to the kit procedure
using commercial kits of Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA- Elabscience®
USA). While GSH analysis was determined
according to the Beutler (1963) method,
Yoshioka et al. (1979) method was used in
MDA analysis.

Statistical analyses
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Analysis of variance (ANOVA) was conducted
for all the biochemical parameters to test if
there is a difference among the three groups.
The mean separation among groups was
performed utilizing Tukey’s test. An
experiment-wise p-value of <0,05 was deemed
to be statistically significant throughout the
study. All the analyses were conducted using
GraphPad 8.1 (San Diego, CA, USA).

RESULTS

The efficacy of Pennyroyal addition on blood
plasma ACE2, GSH and MDA levels in rabbits
is presented in Figure 1. There was a decrease
in plasma ACE-2 levels in the diet of the P1 and
P2 groups compared to the C group (P<0,0001).
There was a significant increase in the GSH
level in the P2 group compared to the C group
(P<0.001). There was no difference in the P1
group compared to the C group (P>0,05). When
the P1 and P2 groups were evaluated, a
significant increase was found in the P2 group
compared to the P1 group (P<0,05). There was
a significant decrease in the MDA level in the
P2 group compared to the C group (P<0,0001).
It was determined that there was no difference
between the P1 group and C group (P>0,05).
However, when the P1 and P2 groups were
evaluated, a significant decrease was found in
MDA levels in the P2 group compared to the P1
group (P<0,001).
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Figure 1. Means and Std. Errors of the three groups for (A, B, C) for biochemical parameters. * p<0.05,

** p<0.01, **** p<0.0001
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DISCUSSION

Aromatic plants and their products have been
used by researchers as an alternative method in
combating many diseases since the first days of
the disease (Asdadi et al., 2020; Hansen Chen
& Du, 2020; Senthil Kumar et al., 2020). In the
present  study, were determined the
effectiveness of the dietary intake of
Pennyroyal from aromatic plants on circulating
ACE2 levels. Similar to the results of the study,
it was determined that essential oils bind and
inhibit ACE2 by in vitro and molecular docking
methods. The researchers have reported that by
decreasing ACE2 expression, the attachment of
the virus to host cells can be reduced or
prevented, however, this mechanism is an issue
that needs to be clarified (H Chen & Du 2020;
L. Cheng et al., 2020; da Silva et al., 2020;
Senthil Kumar et al., 2020; Thuy et al., 2020).
However, experiments do not show the efficacy
of Pennyroyal and aromatic plants on ACE2 in
in vivo settings, and intensive in vivo studies
are needed in this area (Andrew M. South et al.,
2020). ACE2 provides a vasodilator effect by
inhibiting ACE (Vickers et al., 2002).

ACE2 is the binding receptor of the
coronavirus. Especially, it plays the primary
role in the penetration of the coronavirus into
the lungs in the respiratory system (Batlle et al.,
2008). During the Covid-19 pandemic process,
emphasis has been placed on studies on ACE2,
and according to the studies, it has been
concluded that it may be more effective to
prevent the entry of infection into the organism.
Studies conducted in this context have focused
on therapeutic approaches to prevent infection,
especially by decreasing the ACE2 level
(Andrew M South et al., 2020). In addition, the
present study was performed in healthy rabbits
to determine the effects on protection from
infection before exposure to possible Covid-19
infection. However, it is important to carry out
intensive studies in order to determine how
Pennyroyal will affect the ACE2 levels in

humans and the daily dose to be consumed for
protection.

Oxidative stress occurs when reactive
oxygen species (ROS) production exceeds the
capacity that natural antioxidant defense
mechanisms of organism can cope with. It
damages macromolecules such as DNA,
proteins and lipids (Bartsch and Nair, 2000;
Macdonald et al., 2010). This is generally
characterized by increases in malondialdehyde
(MDA) and GST activities and decreases in
GSH production. Increased MDA is a marker of
lipid peroxidation caused by oxidative damage.
Reduced glutathione (GSH) is an endogenous
antioxidant which plays a vital role in
detoxification of xenobiotics and clearance of
free radicals or ROS in cells (Albano et al.,
1998; Macdonald et al., 2010; Kuru et al.).

Many studies have detected the antioxidant
activity of Pennyroyal (Cherrat et al., 2014,
Kamkar et al., 2010; Olmez, 2018; Teixeira et
al., 2012). Similarly, in the present study, the
increase in the level of GSH, which shows
antioxidant activity, and the decrease in the
level of MDA wused in determining lipid
peroxidation with the effects of Pennyroyal
reveal that Pennyroyal may have a good
antioxidant characteristic. There are also studies
reporting that the antioxidant activity of
Pennyroyal is not important (Marzouk et al.,
2008). It is known that the difference in
antioxidant activity is due to the chemical
composition of the Pennyroyal used, which
varies depending on the geography. It has also
been reported that the use of the plant itself may
produce different results with the use of
essential oil (Kamkar et al., 2010; Teixeira et
al., 2012). An increase in the number of animal
trials is needed to determine the antioxidant
activity of Pennyroyal.

As a result, in addition to being a good
antioxidant substance, Pennyroyal has an
important ACE2 receptor reducing effect. In
this context, it is seen that the use of Pennyroyal
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can be particularly effective on some infections.
In addition, considering the hypertensive
patients, it is important to pay attention to its
use in these patients due to its ACE2 reducing
effect. However, since there are not many
studies on the subject, more similar studies need
to be conducted.

CONCLUSION

As a result, in addition to being a good
antioxidant substance, Pennyroyal has an
important ACE2 receptor reducing effect. In
this context, it is seen that the use of Pennyroyal
can be particularly effective on some infections.
In addition, considering the hypertensive
patients, it is important to pay attention to its
use in these patients due to its ACE2 reducing
effect. However, since there are not many
studies on the subject, more similar studies need
to be conducted.
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Diagnosis of pulmonary aspergillosis in geese by

histopathological and microbiological methods

ABSTRACT

In this study, we aimed to determine the presence of pulmonary aspergillosis by
histopathological and microbiological methods in geese that are economically grown in
the Kars region of Turkey. Totally 150 lung tissue samples of geese, average age of 9
weeks, which died between 2013 and 2020 and were brought to our department were
included in the study. In order to reveal the presence of Aspergillus fungi, Periodic
acid-Schiff (PAS) staining was applied to the sections as suggested by manufacturer.
The microbiological examination of the tissue samples was carried out by the standard
mycological culture technique on Sabouraud Dextrose Agar and by the phenotypical
characterization of the emerged cultures. We observed large and small multifocal
yellowish-white nodular structures in the lungs and air sacs macroscopically. In the
histopathological examination of the lung tissues, we detected granulomatous
structures with varying numbers and sizes. We diagnosed the Aspergillus agents in 20
(13,33%) of the tissue samples by detecting structures resembling typical tree branches
in the middle of granulomatous structures with PAS staining. An identical positivity
was obtained by the microbiological method and the emerged agent was solely
identified as Aspergillus fumigatus with the growth pattern and macroscopic and
microscopic morphological features. In conclusion, we found the presence of
aspergillosis as 13,33% by histopathological and microbiological methods in geese
which were brought to our department between 2013-2020. Based on these data, we
concluded that aspergillosis is one of the most important infectious diseases among the
goose deaths in the Kars region of Turkey

Keywords: Aspergillosis, goose, histopathology, microbiology

NTRODUCTION

Aspergillosis is the systemic fungal disease caused by some

species that belong the saprophytic, ubiquitous genus Aspergillus

and can affect humans, dogs, cats, horses, marine mammals, wild

and domestic birds, as well as invertebrates such as bees or corals
(Tell et al., 2019; Della Vedova et al., 2019; Melo et al., 2020).
Aspergillosis is mostly caused by Aspergillus fumigatus (accounts for
approximately 95% of the cases), although rarely, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Aspergillus glaucus, Aspergillus nidulans and other
Aspergillus species or mixed infections may play a role in the
development of this disease (Tell et al., 2005; Beernaert et al., 2010).
Aspergillosis is more common in birds than in mammals. Avian
aspergillosis affects all species of domesticated birds, aquatic birds, wild
birds and ornamental birds especially turkeys, chickens, white storks,
ducks, quails, ostriches, parrots, canaries, pigeons, great rhea, flamingos,
penguins, seagulls (Ziotkowska et al., 2014; Latif et al., 2015; Gulcubuk
etal., 2018).
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Diagnosis of pulmonary aspergillosis in geese

The average age of animals affected by the
avian aspergillosis outbreaks is between 3 days
and 20 weeks, causing serious economic losses
for the poultry industry (Aslan et al., 2015;
Timurkaan et al., 2017). Aspergillosis is
observed in two forms, acute (epizootic) and
chronic (sporadic) disease varying in spectrum
from local involvement to  systemic
dissemination (Leishangthem et al., 2015;
Fagbohun et al., 2020). While the acute form of
the disease causes high morbidity and mortality
in young birds, the chronic form is usually
observed in adult and immunocompromised
birds, it is sporadic and has a lower mortality
rate (Shoukat et al., 2018). The predisposing
factors causing the disease can be briefly
summarized as follows; species predilection,
cage conditions, poor ventilation, malnutrition,

toxins, vaccinations, long-term use of
antibiotics-corticostreoids, moisture,
inappropriate temperature, hygiene,

contaminated food or bedding, trauma and
transport (Seyedmousavi et al., 2015; Sa’idu et
al., 2016; Savelieff et al., 2018). Difficulty in
breathing, anorexia, cyanosis, diarrhea, weight
loss, anorexia, loss of voice, involvement of the
nervous system (lethargy, ataxia, opisthotonos,
torticollis, limb paresis) and increased thirst are
the main clinical findings of the disease (Tell et
al., 2005; Leishangthem et al., 2015;
Seyedmousavi et al., 2015). Histopathological
lesions are characterized by granulomatous
inflammation surrounded by a fibrous capsule
associated with fungal hyphae. (Gulcubuk et al.,
2018; Hauck et al., 2020). Since the clinical
findings are not specific in aspergillosis,
antemortem  diagnosis is very difficult
(Beernaert et al., 2010; Aslan et al., 2015).
Methods such as  cytology, culture,
histopathology or PCR are used for the
definitive diagnosis of the disease (Fagbohun et
al.,, 2020). Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
agar is the preliminary chosen medium for the
isolation of fungal species, even selectivity can
be achieved with the addition of various

antibiotics such as chloramphenicol (Sahin et
al., 1997; Nagano et al. 2008).

In this study, we aimed to determine the
presence of pulmonary aspergillosis by
histopathological and microbiological methods
in geese that are economically grown in Kars
region.

MATERIALS and METHODS
Animals

The material of this study was composed of
lung tissue samples taken from 150 geese with
an average age of 9 weeks, brought dead to our
department for systemic necropsy between
2013-2020. Information on age and clinical
findings of all animals are given in Table 1.

Microbiological investigations

For microbiological examination, the lungs
tissue samples were cultured onto Sabouraud
Dextrose Agar (Oxoid) plates supplemented
with chloramphenicol (0.05 mg/ml). Initially,
the surface of the lungs were cauterized with a
hot spatula and then the sample was taken from
the inner-living part of the tissue with a loop
and inoculated onto the Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) plates. The plates were incubated
aerobically at 25 °C and 37 °C for 7 days.
Following the incubation, the fungal isolates
were identified by growth pattern and
macroscopic and microscopic morphological
features (Latge, 1999; Gautam and Bhadauria,
2012).

Histopathological investigations

After systemic necropsy of geese, the lung
tissue samples were fixed in 10% buffered
formalin solution. After routine procedures
paraffin blocks were cut to 5 um thickness and
Hematoxylin & Eosin (H&E) staining was
applied to the sections in order to detect
histopathological changes. In order to reveal the
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presence of Aspergillus fungi, Periodic acid-
Schiff (PAS) staining was applied to the
sections as suggested by by manufacturer
(Facepath ~ company, barcode  number:
8681065133692). Sections were examined and
photographed under a light microscope.

RESULTS

Clinical results

Various clinical symptoms such as difficulty
breathing, wheezing, weakness, anorexia,
depression, diarrhea and nervous signs were
recorded in geese.

Microbiological results

Twenty (13,33%) lung tissue samples were
found culture positives for mycotic agents. No
fungal growth was observed in the remaining
130 tissue samples (Table 1). All fungal isolates
were identified as Aspergillus fumigatus with
some characteristics such as; the rapid growth
pattern that the colony size can reach 4 = 1 cm
within the incubation period on SDA agar plates
at 37°C; the macroscopical characteristics like
entire margined umbonate colonies with green
to the dark green surface and colourless to
yellow reverse side colours; the microscopical
characteristics like branched septated hyphae,
dome-shaped vesicle conidiophores, roughened
ornamented conidiospores with blue-green
head, uniseriate phialides and cleistothecium
fruiting body.

Macroscopical results

We detected that the lungs were darker red than
their normal pink appearance. We observed
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large and small multifocal yellowish-white
nodular structures in the lungs and air sacs of 20
(13,33%) of 150 geese  examined

macroscopically (Figure 1 a-b).

Figure 1. Diffuse yellowish-white granulomas (arrows) in the
lung.

Microscopical results

In the histopathological examination of the lung
tissues, we detected granulomatous structures
with varying numbers and sizes. We observed
large areas of necrosis and fungal agents in the
center of the granulomas. We also revealed the
presence of foreign body giant cells, histiocytes,
plasma cells and neutrophils around the necrotic
areas. On the outermost layer, there were
connective tissue capsules surrounding them
(Figure 2a-c). We diagnosed Aspergillus agents,
which resemble typical tree branches in the
middle of granulomatous structures, using PAS
stain (Figure 2d).




Diagnosis of pulmonary aspergillosis in geese

Figure 2. Lung tissue a: Granulomatous structures (G), H&E, Bar= 200um, b: Aspergillus agents
located in the necrotic area in the middle of the granulomas, H&E, Bar= 20um, c:
Lymphohistiocytic cell infiltration and foreign body giant cells (arrowhead) around necrotic area,
H&E, Bar= 20um, d: Hyphae that look like tree branches, PAS stain, Bar=20um

Table 1. Information on age, clinical symptoms, histopathological findings, PAS staining and microbiological results of all geese.

Clinical Symptoms  Histopathological PAS staining Microbiological

Results Results
Case 1 8 weeks Difficulty breathing Granuloma + 4
Case 2 12 weeks Diarrhea, nervous Granuloma + +
signs
Case 3 6 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 4 6 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 5 6 weeks Wheezing Granuloma + 4
Case 6 6 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 7 16 weeks Difficulty breathing Granuloma + 4
Case 8 8 weeks Difficulty breathing Granuloma + +
Case 9 4 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 10 16 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 11 8 weeks Wheezing, diarrhea Granuloma + +
Case 12 10 weeks Emaciation, Granuloma + +
difficulty breathing
Case 13 10 weeks Anorexia, wheezing Granuloma + +
Case 14 12 weeks Weakness, Granuloma + +
difficulty breathing
Case 15 6 weeks Wheezing, Granuloma + +
depression
Case 16 8 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 17 10 weeks Difficulty breathing Granuloma + +
Case 18 12 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 19 6 weeks Wheezing Granuloma + +
Case 20 10 weeks Difficulty breathing Granuloma + +




DISCUSSION

Important fungal diseases that threaten poultry
production are Aspergillosis, Candidiasis,
Dactylariosis, Favus, Mucormycosis,
Histoplasmosis and Cryptococcosis (Fagbohun
et al.,, 2020). In comparison to humans and
many mammals, Aspergillus species play a role
as a primary pathogen for birds (Tell et al.,
2019). Birds are more susceptible to
aspergillosis due to anatomical and
physiological differences (Melo et al., 2020).
These differences can be summarized as the
birds do not have diaphragm, lack of epiglottis,
poor vascularization and limited mucociliary
function of the air sacs and heterophiles
replacing neutrophils are less effective against
hyphae invasion (Tell et al., 2005; Tell et al.,
2019; Melo et al., 2020). Aspergillus spores are
abundant in soil, rotten meat, forage, hay and all
kinds of food, and as a result of inhalation of
these spores, the lower respiratory system of
birds is affected (Beytut, 2007; Gulcubuk et al.,
2018). For this reason, it is called mycotic
pneumonia (Ozmen et al., 2007). The systemic
form of the disease can affect the liver, kidneys,
brain, bones, skin and eyes (Cacciuttolo et al.,
2009). Since the findings of aspergillosis are
not specific, the diagnosis of the disease is very
difficult (Beernaert et al., 2010; Savelieff et al.,
2018). Special stains such as culture, cytology,
histopathology or PAS can be used for
definitive diagnosis of the agent (Beyaz et al.,
2008; Aslan et al., 2015; Timurkaan et al.,
2017; Shoukat et al., 2018).

In this study, Aspergillus sp. was isolated in
twenty (13,33%) of the lung tissue samples.
These findings are similar to those reported by
Abbas et al. (2017), who reported 15% of all
types of Aspergillus spp. from pigeon, pet birds
and chickens and those reported by Sahin et al.
(1997), who reported an outbreak rate of 6,8%
in geese in the identical region with this study.
The sole and/or predominant agent causing
aspergillosis in geese was identified as A.
fumigatus, which is in great agreement with
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those reported from different locations of the
world (Sahin et al., 1997; Ziolkowska and
Tokarzewski, 2007).

The mean age range of the geese with
pulmonary aspergillosis was 9 weeks in this
study. This finding is in accordance with the
literatures (Okoye et al., 1989; Tiirkiitanit,
1999; Beytut et al.,, 2004). Various clinical
symptoms such as difficulty in breathing,

diarrhea, dyspnea, anorexia, emaciation,
increased thirst and nervous signs have been
reported in previous studies in  geese

(Ziotkowska et al., 2014; Sa’idu et al., 2016;
Fagbohun et al.,, 2020). In our study, we
obtained similar anamnestic informations from
the owners of geese in accordance with the
previous literature data (Ziotkowska et al.,
2014; Sa’idu et al., 2016; Fagbohun et al.,
2020).

We observed that the lung was a darker red
than their normal pink appearance in the
macroscopical examination of this organ, as
reported by McDougle and Vaught (1968). We
also detected large and small multifocal
yellowish-white nodular structures in the lungs
and air sacs, similar to those reported by
different researchers (Okoye et al., 1989;
Turkiitanit et al.,, 1999; Beytut et al., 2004;
Yhee et al., 2007; Sa’idu et al., 2016).

In previous studies, granulomas (Ulloa et al.,
1987; Tiirkiitanit et al., 1999; Beytut et al.,
2004), large area of eosinophilic necrosis in the
middle part of the granuloma (Tirkiitanit et al.,
1999; Beytut et al., 2004), histiocytes,
lymphocytes, plasma cells and multinucleated
foreign body giant cells around the necrotic area
(McDougle and Vaught, 1968; Okoye et al.,
1989; Tirkiitanit et al., 1999; Beytut et al.,
2004; Yhee et al., 2007; Sa’idu et al., 2016)
were have been observed. Similar to the
literature data (McDougle and Vaught, 1968;
Ulloa et al., 1987; Okoye et al., 1989;
Turkiitanit et al., 1999; Beytut et al., 2004;
Yhee et al., 2007; Sa’idu et al., 2016), we also
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observed necrotic granulomatous structures in
the lung tissue of geese surrounded by
mononuclear cells and multinucleated foreign
body giant cells and connective tissue. In
addition to these, we revealed the presence of
typical tree branching or V-shaped hyphae in
the PAS staining. We observed the Aspergillus
agents localized within necrotic centers
correlated with the findings of some researchers
(Okoye et al., 1989; Yhee et al., 2007; Sa’idu et
al., 2016).

CONCLUSION

In conclusion, we found the presence of
aspergillosis as 13,33% by histopathological
and microbiological methods in geese which
were brought to our department between 2013-
2020 and underwent systemic necropsies. Based
on these data, we concluded that aspergillosis is
one of the most important infectious factors
among goose deaths in Kars Region (Turkey).
We think that it is important to inform the
animal owners with confirmative diagnosis in
order to prevent the disease and to eliminate
economic losses in poultry.
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Kog¢ spermasinin kisa siireli saklanmasinda katki

maddelerinin etkisi

Effect of additives on short-term storage of ram semen

OZET

Bu calismanin amaci, kisa siireli saklanan kog¢ spermasinin (24 saatlik araliklarla) 72
saate kadar spermatolojik parametreler iizerine etkilerini arastirmakti. Calismada %
motilite, canlilik ve akrozom biitiinliigii verileri degerlendirildi. Caligmada her kogtan
(4 bas Merinos kocu) alinan dort ejakiilat kullanildi. Ejakiilatlar pooling yapildiktan
sonra esit hacimli yedi parcaya bolindii. Calisma gruplari, tris bazli sulandiriciya
eklenen resveratrol (2 ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6 mg/ml) ve kontrol
olmak iizere olusturuldu. Sulandirilan 6rnekler 72. saate kadar 4°C de muhafaza edildi.
Spermatozoa motilitesi, canlilik ve akrozom biitiinligii 0, 24, 48 ve 72. saatte
degerlendirildi. Motilite muayenesi faz kontrast atagmanli mikroskopta 400X lik
biiyiitmede, canlilik ve akrozom biitiinliigii ise floresan mikroskop ile degerlendirildi.
Caligmanin  72. saatinde, BSA (3 ve 6mM) gruplari motilite (53,75+2,50%;
55,00+4,08%) ve akrozom  Dbiitiinliigi (53,70+3,39%j; 57,10+4,68%)
degerlendirmelerinde kontrol grubu (43,75+2,50%; 46,53+3,58) ile istatistiksel farklilik
(p<0,05) gosterdi. Troloks (4mM) grubunda (67,22+3,71%), tiim gruplara kiyasla 72.
saatte en yiiksek canlilik sonucuna ulasilmig ayrica kontrol grubu (46,5343,53) ile
istatistiksel farklilik (p<0,05) belirlenmistir. Calismanin sonucunda ko¢ sperma
sulandiricisina eklenen BSA ve troloksun ko¢ spermasmin kisa siireli saklamasinda
faydali oldugu ve spermatolojik parametreler iizerine koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BSA, kisa siireli saklama, trehaloz, troloks

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of short-term stored ram semen (24-
hour intervals) on spermatological parameters up to 72 hours. In the study, % motility,
viability and acrosome integrity were evaluated. In this study four ejaculates from each
ram (four merino rams) were used. The ejaculates were divided into seven equal-sized
pieces after pooling. The study groups were formed as resveratrol (2 and 4 mM), trolox
(2 and 4 mM), BSA (3 and 6 mg/ml) and control added to tris-based diluent. Diluted
samples were stored at 4 °C until 72 hours. Spermatozoa motility, viability and
acrosome integrity were evaluated at 0, 24, 48 and 72 hours. Motility examination was
evaluated with phase contrast microscope at 400X magnification, vitality and acrosome
integrity were evaluated with fluorescent microscope. At the 72nd hour of the study,
the BSA (3 and 6mM) groups were assessed for motility (53,75 + 2,50%; 55,00 +
4,08%) and acrosome integrity (53,70 + 3,39%; 57,10 + 4,68%) in the control group
(43,75 + 2,50%; 46,53 + 3,58%) and statistical difference (p <0,05). In the Trolox
(4mM) group (67,22 + 3,71%), the highest viability was achieved at 72 hours compared
to all groups, and a statistical difference (p <0,05) was determined with the control
group (46,53 + 3,53). As a result of the study, it was determined that BSA and trolox
added to ram semen extender were beneficial in the short-term storage of ram semen
and had a protective effect on spermatological parameters.

Keywords: BSA,short term storage,trehalose, Trolox
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Kog spermasinin saklanmasi
iRIS

Suni  tohumlama uygulamasi,
evcil hayvanlarda genetik 1slah
icin en yaygin ve etkili yetigtirme
teknigidir. Koglarda, spermanin
sogutularak kisa stireli saklanmast,
dondurulmus-¢6ziilmiis spermadan daha yaygin
olarak  kullanilmaktadir. Kog¢ spermasinin
dondurularak ~ saklanmasi,  sogutma ile
karsilastirildiginda sperma motilitesini,
canliligint ve fertilite yetenegini olumsuz
etkilemektedir (O’Hara vd., 2010; Mata-
Campuzano vd., 2014). Bununla birlikte,
tohumlama i¢in sogutularak saklanan spermanin
etkili kullanimi, depolama siiresinin artmasiyla
motilite, membran ve akrozom biitiinliigliniin
azalmasi nedeni ile birka¢ giin ile smirhdir

(Giirler vd., 2016; Ledesma vd., 2016).

Bu  hasarlar  antioksidan  sistemlerin
degismesi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artmasinin sonucudur (Bilodeau vd., 2001; Said
vd.,, 2010). ROS genellikle oksidatif
fosforilasyondaki ~ enzimatik  reaksiyonlar
sirasinda  agiga ¢ikar ve bu enzimatik
reaksiyonlar  hiicrenin  enerji  ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in gerekmektedir (Valko vd.,
2007; Tremellen, 2008). Spermatozoadaki
yliksek oksidatif stres, plazma membranindaki
coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna yol agar ve bu da sperm
morfolojisinde degisiklerin sebebidir (da Silva
Maiavd., 2010).

Sperm ve seminal plazmadaki antioksidan
sistem ROS'u temizlemek i¢in yeterli degildir.
Kog¢ sperma sulandiricilarina uygun
antioksidanlarin eklenmesi, oksidatif stresi
sogutarak saklama sirasinda
ROS'tan korumaya katkida
Tekin, 2007,

azaltmaya ve
spermatozoayl1
bulunmaktadir (Bucak ve
Sari6zkan vd., 2009).

Resveratrol (3, 4’, 5-trihydroxy-trans-
stilbene) kirmizi iiziimlerin kabugundan elde
edilen antiproliferatif ve antioksidan ozellikte

inflamatuvar
oynar

bir fitoaleksindir. Resveratrol
olaylarda  diizenleyici rol ayrica
antioksidan  Ozelliginin yaninda lipit ve
lipoprotein metabolizmasinda diizenleyici etkisi
bulunmaktadir. (Jang vd., 1997, Uguralp vd.,
2005). Sulandiricilara resveratrol eklenmesi,
ROS iiretimini azaltmak ve ¢Oziim sonrasi
sperma  antioksidatif ~ savunma  sistemini
iyilestirmek i¢in aktiflestirilmis protein kinaz
fosforilasyonunu tesvik etmektedir. Bu lipid
peroksidasyonunu  azaltarak  spermatozoay1
ROS hasarina karst korumaktadir (Zhu vd.,
2019).

Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl
chroman-2-carboxylic acid) vitamin E nin suda
¢oziiniir analogudur (Giulivi ve Cadenas,1993).
Hiicre gecirgen ve suda ¢dziinen bir antioksidan
olan troloks oksidatif stres ve apoptozise karsi
koruyucu ozellik gostermektedir (Minaei vd.,

2012). Troloks’un insan spermasi {izerine
yapilan caligmalarda ¢6zim sonu bazi
spermatolojik  parametrelerde olumlu etki

gosterdigi bildirilmektedir (Taylor vd., 2009;
Minaei vd., 2012).

Sigir serum albiimini (BSA), yiiksek iiretim
maliyetleri ve karmasik {retim teknolojisi
gerektiren yaygin bir sperma koruyucu ajandir.
Calismalar, BSA'nin plazma membraninda
ROS'un neden oldugu lipid peroksidasyonunu
azaltabilecegini ve plazma zarin1 etkin bir
sekilde koruyabildigini bildirmistir (Zhang vd.,
2015; Diaz-Jimenez vd., 2018).

Sulandirilmis ve sogutulmus ko¢ spermasi,
eger tohumlama kisa bir siire icinde
yapilacaksa, dondurulmus spermaya alternatif
bir secenektir. Bunun nedeni sperma hiicresi
tizerine zarar verici etkiler bu yoOntemde
dondurulmus ¢oziilmiis spermaya gore daha
disik seviyede gozlenmektedir. Sunulan
calismanin amaci, 4 °© C'de 72 saat siire ile
saklanan sperma tiizerine sulandiriciya eklenen
katki maddelerinin kog¢ sperma parametreleri
tizerindeki etkisini arastirilmasidir.
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Hayvanlar ve spermanin alinmasi

Bu calismada 4 bas yetiskin Merinos kogtan (3
yasli) alinan sperm Ornekleri kullanilmistir.
Aksaray ilinde yetistiriciye ait koclar
kullanilmigtir. Hayvanlar saglikli ve tek tip
optimal sartlarda beslenmeye tabi tutulmakta
idi. Ejakiilatlar haftada iki kez suni vajen

yardimu ile toplanmustir.

Spermanin Sulandirilmasi

Sperma oOrnekleri 4 tekrarli olarak toplandi.
Ejakiilatlardan en az %70 motilite ve ml de
2x109 spermatozoa olanlar kullanildi. Sperma
sulandiricist1  olarak Tris bazli sulandirici
(297.58 mM tris, 82.66 mM fruktoz, 96.32 mM
sitrik asit, %15 yumurta sarisi, pH: 6.8)
kullanildi. Hayvanlardan alinan ejakiilatlar yedi
esit parcaya boliindii ve 37 ° C'de resveratrol
(2ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6

mg/ml) ve  kontrol  (katki = maddesi
kullanilmayan)  iceren  sulandiricilar  ile
sulandirildi.

Motilite muayenesi

Sperma motilite muayenesi i¢in, az miktarda
sperma 37 °C'de tutulan bir su banyosunda
degerlendirme i¢in 10 dk dengelendi. Sperma
motilite muayenesi 37 oC’ deki 1sitma tablasi
bulunan faz kontrast atagmanli mikroskopta
400x lik biiytlitme ile subjektif olarak yapildi.
Lam-lamel arasina aliman bir damla sperma
numunesi en az 5 mikroskop sahasina bakilarak
yapildi.  Sahalardaki motilite degerlerinin
ortalamast (%) motilite oran1 olarak kaydedildi.

Sperm canlihg

Sperma canliligi Gungor vd. (2017) nin yontemi
ve SYBR-14 / PI Molekiiler Prob: L 7011
Invitrogen,Carlsbad, CA kullanilarak belirlendi.
Sperma Tris stok soliisyonu ile 1:3 oraninda
seyreltildi ardindan 30 pl seyreltilmis sperma 6
ul SYBR-14 ve 2.5 pl PI ile karigtirldi. Ornek
hafif¢ce karistirildi, karanlikta 37 © C'de 20
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dakika inkiibe edildi ve islemi sonlandirmak
icin 10 pl Hancock soliisyonu eklendi. Lam
tizerine 2.5 pl 'lik bir numune damlatilarak
lamel ile kapatildi. En az 200 sperma hiicresi
canliligi  degerlendirmek  i¢cin  floresan
mikroskop altinda 400 biiylitmede incelendi.
Kirmizi renk alan hiicreler 6lii, yesil renk ise
canli olarak kabul edildi.

Akrozom biitiinliigii

Sperm akrozom biitiinliigli, Arachis hypogaea
(L7381 FITC-PNA, Invitrogen) ile ve Gungor
vd. (2017) tarafindan belirlenen yontemle
degerlendirildi. Sperma 6rneklerinden 60 pl, 10
ul FITC-PNA ve 2.5 ul PI ile karistirildi.
Ornekler karanlikta 37 © C'de 20 dakika inkiibe
edildi ve islemi sonlandirmak icin 10 pl
Hancock soliisyonu eklendi. Sperm akrozom
biitiinliglinii belirlemek i¢in floresan mikroskop
(Carl Zeiss Axioscope 5) altinda 400 x
biiylitmede en az 200 hiicre incelendi. Parlak
yesil renk veren sperm hiicrelerinin hasarli
oldugu kabul edilirken, boyamamis kirmizi
renkli olanlar bozulmamus olarak kabul edildi.

Veri analizi

Elde edilen degerlerin onemlilik testlerinden
once, tim degiskenler parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro
Wilks test 1ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene’s testi ile incelendi. Elde
edilen veriler ortalama + standart hata
ortalamast (ortalama+SEM) olarak sunuldu.
Tiim sonuglar varyans analizine (ANOVA) gore
ve Duncan'in gruplar arasindaki farklara gore
analiz edildi. Sonuglardan p<0,05 degeri
anlamli kabul edildi. Analizler SPSS 21 paket

programu ile yapildi.

BULGULAR

Gruplar saatlere gore motilite (%)
degerleri incelendiginde 0. Saatte istatistiksel
bir farklilik goriilmez iken 24. saatte troloks
(2mM), 48 ve 72. saatlerde BSA (6mg/ml)

kontrol grubu ile istatistiksel farklilik (p<0,05)

arasi

N
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gostererek en yiikksek koruyucu etkili grup
olmustur (Tablo 1). Tablo 2 de belirtildigi gibi
sperma canlilik degerleri incelendiginde en iyi
koruyucu etkiyi tiim saatlerde troloks (2mM)
grubu saglamigtir. Elde edilen sonuglar 24.
Saatten itibaren istatistiksel olarak kontrol
grubu ile farklihik (p<0,05) gostermektedir.

Akrozom  biitiinliigii ~ yoniinden  gruplar
karsilastirildiginda (Tablo 3) 0. saatte gruplar
arasinda istatistiksel farklilik goriilmez iken
diger saatlerde BSA 6 mg/ml grubu kontrol
grubu ile istatistiksel farklilik olusturacak
diizeyde en yiiksek koruyucu etki gdsteren grup
olmustur.

Tablo 1. Merinos kog¢ spermasinin 5 °C'de saklama siireleri i¢in motilite degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Resveratrol 2 mM 82,50+5,00 75,004,082 55,00+4,08° 48,75+2,50b¢
Resveratrol 4 mM 80,00+4,08 72,5042,892 58,75+2,50¢ 45,00+4,08b°
Troloks 2 mM 83,75 £2,50 76,25+2,50? 62,50+2,89% 51,25+4,79%
Troloks 4 mM 81,25 +2,50 71,25+2 502 61,25+4,7920 52,50+6,452
BSA 3 mg/ml 85,00+4,08 72,50+2,8920 65,00+4,082 53,75+2,502
BSA 6 mg/ml 85,00+2,87 73,75+2 5020 66,25+2,502 55,00+4,082
Kontrol 77,50+2,89 70,00+4,08° 53,75+2,50°¢ 43,75+2,50°¢
p - * *

(*p<0,05).
Tablo 2.Merinos kog spermasinin 5 ° C'de saklama siireleri i¢in canlilik degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Resveratrol2mM  82,83x2,02 7130+554°  63,83+4,32°  52,534,82°
Resveratrol 4 mM 83,40+1,32 76,23+4,71% 68,00+3,720 62,03+5,112
Troloks 2 mM 83,37+3,38 73,38+3,02% 63,75+2,02° 55,25+0,93°
Troloks 4 mM 84,63+0,84 79,13+1,872 73,20+1,682 67,2243,712
BSA 3 mg/ml 84,20+1,53 78,55+2,162 72,95+1,66° 65,08+1,622
BSA 6 mg/ml 84,30+2,94 78,15+2,382 73,12+ 3,302 66,73+3,562
Kontrol 82,07+1,56 70,98+4,51P 63,404,190 49,12+4,93P
p - * *

(*p<0,05).

Tablo 3. Merinos kog¢ spermasinin 5 °C'de saklama siireleri i¢in akrozom biitiinliigii degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat |
Resveratrol 2 mM 77,30+4,64 64,75+5,40% 54,53+2,63%® 53,02+0,88
Resveratrol 4 mM 76,90+1,61 66,986,552 54,65+2,722 51,08+3,37b¢
Troloks 2 mM 79,73+2,18 67,58+6,25% 56,20+2,522 53,18+3,942
Troloks 4 mM 77,43+2,86 65,303,602 55,90+2,562 52,68+2,222
BSA 3 mg/ml 79,63+2,21 66,85+2,032 56,70+5,572 53,70+3,392
BSA 6 mg/ml 81,60+1,67 72,03+3,80% 60,50+6,58° 57,10+4,68?
Kontrol 77,10+4,43 62,03+5,21P 51,28+3,72b 46,53+3,53¢
D . * *

(*p<0,05).




TARTISMA

Reaktif oksijen tiirleri, sperm kapasitasyonu,
akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon ve sperm-
oosit flizyonuna aracilik eden hiicreler arasi
sinyal sistemleri fizyolojik rol oynar (Baumber
vd., 2003). Bununla birlikte, spermatozoa
tarafindan asir1 ROS iiretimi plazma zarina
zarar verir ve bdylece sperm hareketliligi,
metabolik aktivite ve canlilik azalir (Ball vd.,
2001).

Sunulan c¢alismada, sulandiriciya eklenen
BSA ve troloksun kisa stireli saklama sirasinda

motilite, canlilik ve akrozom biitiinligi
parametrelerini  koruyucu yonde etkiledigi
gorilmiistiir.

Sigir serum albiiminin (BSA) ko¢ spermast
donma-¢o6ziilme sonu sperma motilitesi, plazma
membran ve akrozomu biitiinliglinii iizerine
koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir (Uysal
ve Bucak, 2007). Calismamizda spermatolojik
parametreler tizerine BSA gruplarinin koruyucu
etki gosterdigi belirlenmistir (p <0,05). Benzer
sekilde arastirmacilar yaptiklar1 calismalarda,
ko¢ (Matsuoka vd., 2006) ve bufalo (El-Kon,
2011) spermasi tizerine BSA'nin spermatolojik
parametreleri korudugu belirlenmistir.
Calismamizdan farkli olarak Sariozkan vd.,
(2013) yaptiklar1 calismada tavsan spermasinda
BSA eklenen sulandiricinin ilk 48 saatte kontrol
ile karsilastirildiginda  motilite  degerinde
kontrol grubu ile farkliliga rastlanmamis
(p>0,05), 72 saatte ise benzer sekilde faydali
bulunmustur. Sunulan ¢alisma ile 6nceki
caligmalar benzer sonuclar gostermisir.

Troloks,
vitamini (o tocopherol) tiirevidir ve yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilabilmektedir (Mata-
Campuzano vd., 2014). Onceki ¢aligmalarda
Troloks un, fizyolojik sicakliklarda nispeten
uzun inkiibasyonlarda bile radikal bir
temizleyici olarak yiiksek bir etkinlige sahip
oldugu (Dominguez-Rebolledo vd., 2009) ve
ko¢ spermasi kriyoprezervasyonu i¢in olumlu
sonuglar veren 6nemli bir katki maddesi oldugu

suda c¢Ozinirliige sahip bir E
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(da Silva Maia vd., 2010) belirlenmistir.
Troloks’un insan spermasi lizerine yapilan
calismalarda ¢6ziim sonu bazi spermatolojik
parametrelerde  olumlu  etki  gosterdigi
arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir
(Taylor vd., 2009; Minaei vd., 2012). Sperma
hiicresinde ROS iiretiminin biiylikk oranda
sulandirict igerisinde ve dondurma c¢ozdiirme
islemleri sirasinda gergeklestigini ve dondurma
islemi sirasinda kullanilan troloks un oksidatif
stres olusumunu kontrol edici 6zelligi oldugu
belirtilmektedir (da Silva Maia vd., 2010).
Troloksun  ko¢  spermasinda  kinematik
parametreleri, plazma ve mitokondriyal yapiy1
korudugu Silva vd. (2013), domuzlarda sperma
kalitesini arttirdig1 Brzezinska-Slebodzifiska vd.
(1995), ¢oziim sonu motilite ve mitokondriyal
membran potansiyelini iizerine pozitif etkisi
oldugu Pefia vd. (2003) tarafindan belirtilmistir.

Resveratrol, in vitro kosullarda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) zayif yakalayicisi
olmasina ragmen in vivo olarak giiclii bir
antioksidan islevi gostermektedir.
Resveratrol’in in vivo antioksidan 6zelligi nitrik
oksit sentezini artirma yetenegi ile giic
kazanmaktadir. Burada in vivo antioksidan
olarak, nitrik oksit siiperoksidi yakalama
yetenegine sahiptir. Resveratrol biyolojik
sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre ici
konsantrasyonlarinin surekliligini de
saglamaktadir (De La Lastra ve Villegas, 2007).
Resveratroliin insan spermasinda oksidatif stresi
azalttigi, motiliteyi arttirip membran
biitiinltiglinli korudugu Garcez vd. (2010), DNA
hasarini diistirdiigii Branco vd. (2010), saglikli
ratlara motilite ve anormal sperma orani {izerine
etkisi olmadigini Ourique vd. (2013), tarafindan
belirtilmistir. Sunulan ¢aligmamizda resveratrol
gruplar1 kontrol grubu ile farklilik olusturmamaisg
ve 72. saatte ko¢ spermasi iizerine koruyucu
etki gostermedigi goriilmistiir. Kisa siireli
olarak saklanan aygir spermasi incelemesinde
resveratrol grubunun motilite, SYBR-PI ve
FITCH-PI oranlarinda kontrol grubuna kiyasla
daha 1yi koruyuculuk gdstermistir Giaretta vd.

ML
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(2014). Sunulan c¢alisma ile farkli sonuglar
olusmasinin doz farkliligindan kaynaklandig:
diisiindiirmektedir.

SONUC

Sunulan ¢alismada, sperma sulandiricisina
eklenen resveratrol, troloks ve BSA nin kisa
siireli saklanan ko¢ spermasi iizerine motilite,
canlilik ve akrozom biitlinliigli parametrelerinde
koruyucu etki gosterdigi belirlendi. Calisma
sonunda 72. saatte motilite, canlilik ve akrozom
biitiinliigli icin en yiiksek koruyuculuga BSA (6
mg/ml) grubunda ulagilmistir.
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Analysis of E-coded food additives in delicatessen product

labels within the status of Halal food

ABSTRACT

The increase in the world population, technological developments and the increase in
the demand for food have increased the use of food additives due to the increasing
demand for ready and long-lasting foods. The sources of food additives and the way
they are obtained are questioned by people primarily for religious reasons. Muslim
societies do not consume certain foods and additives added to them due to their
religious beliefs. The aim of this study is to identify those suspected to be halal among
E-coded additives on meat product labels. Within the scope of the study the label
information of the meat products on sale in 5 different markets in the city center of
Sanlurfa were examined. Food labels of 122 products from different brands were
examined. We identified 12 different doubtful food additives on the labels of meat
products, and 11 labels included 1 food additive defined as non-halal according to the
standard. As the Muslim population is spreading all over the world and the need for
Halal products is rapidly increasing, the Halal food industry is growing and the
importance of proper Halal certification of food products is increasing. It is necessary
to clarify the Halal status of food additives in order to meet Halal requirements.

Keywords: Food additives, non-halal, meat products

NTRODUCTION

The increasing need for food due to the rapid increase of the

world population, the development of technology, and the

increase in the tendency of people to ready and long-lasting foods

with the change of food demand have increased the use of food
additives. Food additives are used for different purposes in foods (Table
1). Food additives are defined by the Codex Alimentarius Commission
as follows: "which is not used as food alone, whether it has nutritive
value or not, is added to foods for technological purposes in
manufacturing, processing, preparation, application, packaging,
transportation, storage, or which become a direct or indirect component
of foods or the characteristics of foods (Codex Stan, 2020). There are
different opinions in the scientific community about the health effects of
food additives. According to the opinion that advocates Food Additives,
it is that food additives go through a very strict and serious approval
process before they are put on the market and they are used far below the
levels that can harm human health (Jain et al., 2015). The opposite view
argues that scientific studies on the effects of using these substances
together in all stages of food production are still insufficient (Eaton,
2016).
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E-coded food additives

Table 1. Classification of food additives according to
their purpose of usage (Ozgen & Hazarhun, 2019; Eksi,
2014)

Function Purpose of usage

Acids and Acidity Regulates acid and base balance

Regulators in foods

Antioxidants Provides the extension of the
shelf life of foods

Colorants Provides food coloring
Stabilizers Provides density to foods
Emulsifiers Allows mixing of two or more

phases that do not interfere with
each other

Increases the volume of foods
without increasing their calorie
value

Provides the formation or
homogeneous distribution of the
gas phase in liquids and solids
Provides the food to have a gel-
like structure

Makes it easier for food to come
out of its packaging

Makes dough rise

Bulking Agents

Foaming Agents

Gelling Agents
Propellant Gases

Embossing Agents

Preservatives Prevents the rotting of foods due
to microorganisms and extends
the shelf life

Increases the resistance of food to
fluidity

Prevents food from foaming

Thickening Agents

Antifoams

Increases the taste or odor in
foods

Creates a shiny and protective
coating on the outer surface of

Flavor Enhancers

Glazing Agents

food
Flavors Gives food a particular taste or
smell
Humectants Prevents food from drying out
Sweeteners Keeps the food energy low

Anti-Caking Agents Prevents particles in food from
sticking to each other

Prevents food from being exposed
to the atmosphere

Improves flours’ color

Tracer Gases

Flour Treatment
Agents

In order to standardize food additives, E-
codes, the first letter of the word Europe, have
been given to the European Union by countries
(Verbruggen, 2002).

The sources of food additives and the way
they are obtained are questioned by people
primarily for religious reasons. Muslim
societies do not consume certain foods and
additives added to them due to their religious
beliefs. The uncertainty of which raw materials
the food is produced from poses an important
problem for consumers with religious

sensitivity (Batu & Regenstein, 2014).
Especially the food additives should be checked
religiously (Kiigiikoner, 2011).

The word halal is an Arabic origin word
which means 'not contrary to the rules of
religion, not prohibited in terms of religion' in
the dictionary of the Turkish Language
Association (TDK, 2020). Halal food refers to
foods that are allowed to be eaten and drunk in
Islamic Jurisprudence. The purpose of these
restrictions on nutrition brought by the Quran to
Muslims is to protect people's health.
Consumption of food products that will
endanger people's health is considered as haram
according to Islamic religious rules (Karaman,
2012). The Halal and Haram are understandable
and in among two of them are doubtful
(Jahangir et al., 2016). Food additives are
considered halal as long as they do not affect
human health negatively, as long as they are
herbal or if they are obtained from animals that
are halal to be eaten in accordance with
religious rules, according to Islamic methods. It
must not have been obtained from the
prohibited substances mentioned in the Quran
and Hadith-i Sharifs and must not be genetically
modified (Ozgen & Hazarhun, 2019; Celen,
2008). The sources of food additives and the
way they are obtained are questioned by people
primarily for religious reasons. Muslim
societies do not consume certain foods and
additives added to them due to their religious
beliefs. The uncertainty of which raw materials
the food is produced from poses an important
problem for consumers with religious
sensitivity. Especially the food additives should
be checked religiously. The word halal on food
additives and foods has become a reason of
preference for non-Muslim consumers in terms
of hygiene and health (Baharuddin et al., 2015).
For all these reasons, it is very important to
have Halal certification, to inspect food
companies by an impartial institution, to
confirm that they are produced in accordance
with halal standards and to provide a certificate
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of halal (OIC/SMIIC, 2020). The official
international standards body Standards and
Metrology Institute for the Islamic Countries
(SMIIC), the affiliated institution to the
Organization of Islamic Cooperation (OIC),
have released General Requirements for Food
Additives and Other Added Chemicals to Halal
Food (OIC/SMIIC, 2020). The halal status of
some food additives was determined in this
published general requirement standard. The
aim of this study is to identify those suspected
to be halal among E-coded additives on meat
product labels.

MATERIALS and METHODS

This research is an observational descriptive
study. In the study, the food group to be
included in the research was determined, the
labels of the products in the determined food
group were examined, the E-codes on the food
labels were listed and whether these E-coded
additives are halal or not are classified. Within
the scope of the study the label information of
the meat products on sale in 5 different markets
in the city center of Sanliurfa were examined.
Food labels of 122 products from different
brands were examined Figurel. The names of
the brands whose labels are examined were not
included in the study due to the ethical
principles. In Figure 1, the number of products
evaluated within the scope of the examined
product groups are indicated.
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Figure 1. Distribution of samples by product groups
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RESULTS

We identified 12 different doubtful food
additives on the labels of meat products, and 11
labels included 1 food additive defined as non-
halal according to the standard. The distribution
of E-codes, which are considered as doubtful
and nonhalal in the labels examined in our
research, according to the product groups is
given in Table 2.

Table 2. Product groups doubtful and nonhalal in the
labels examined

Number
of non-
halal
products

Number  Number
of of
products  doubtful

products

Food group

- Beef meat products

Chicken meat products 30 30 4
Turkey meat products 20 20 3
Seafood products 6 5 0
Total 122 118 11
The distribution of E-codes in the labels

examined in our research, according to the food
additives is given in Table 3.

Table 3. Halal status of the food additives

E-Code  Number of products Halal status |
E-120 11 ' non-halal
E-126 1 not in standard
E-160 Doubtful
E-207 1 not in standart
E-223 1 not in standart
E-250 85 Doubtful
E-262 23 Doubtful
E-300 59 Doubtful
E-301 33 Doubtful
E-316 11 not in standart
E-318 3 not in standart
E-325 23 Doubtful
E-330 1 not in standart
E-331 5 Doubtful
E-407 12 Doubtful
E-412 2 Doubtful
E-415 Doubtful
E-450 16 not in standart
E-451 8 not in standart
E-452 75 not in standart
E-500 2 Doubtful
E-575 4 Doubtful
E-1400 8 not in standart
E-4500 1 not in standart

MENL—



E-coded food additives

Beef Meat Chicken Meat

Fish Meat

W Turkey Meat

Figure 2. The distribution doubtful of E-codes according
to the product groups.

The number of products with doubtful E-Codes
is given in Table 4, Figure 2.

Table 4. Number of products with doubtful E-Codes

E-CODE Beef Chicken Turkey See All
Meat Meat Meat  Food Products
E-250 52 19 15 0 86
E-300 35 13 11 1 60
E-301 23 5 5 0 33
E-325 6 12 5 0 23
E-262 5 17 1 0 23
E-407 3 4 5 0 12
E-160 0 2 0 3 5
E-331 2 3 0 0 5
E-575 3 1 0 0 4
E-412 0 1 1 0 2
E-500 0 0 0 2 2
E-415 0 2 0 0 2
E-120 4 4 3 0 11
TOTAL 133 83 46 6 268
DISCUSSION

The most common sodium nitrite coded E-250
in our study (n:85) is widely used as a
preservative in meat products. Because it
combines with the myoglobin in the meat and
provides the formation of a bright pink-red
color specific to the processed meats and the
protection of this color. It also prevents the
growth of Clostridium botulinum bacteria,
which is very dangerous for human health.
Besides these, it also has functions to prevent
spoilage and stabilize the structure of the
product. Unfortunately, many scientific studies
have been carried out on its carcinogenic effect
and its use has been prohibited in many

countries (Ma et al., 2018). Ascorbic acid with
the code E-300, which is the most common in
beef meat, is used as an acidity regulator in
meat products. But synthetically produced
ascorbic acid is dangerous for human health. E-
160c (paprika extract) is the most common
additive in seafood and it is obtained from the
kernels and seeds of red peppers and can be
mixed with gelatin; for this reason, its use as a
food additive is prohibited in Australia. E-301,
the sodium salt of ascorbic acid, also prevents
nitrosamine formation in meat and is also used
as an antioxidant, but its synthetic production is
risky for public health. E-120 (Carmine) food
additive, which is frequently used in meat and
delicatessen products, is a controversial
substance. Carmine derived from insects It is a
food additive of animal origin since it is
produced. It is free to use in Turkish food
legislation and is considered non-halal
according to the the Standards and Metrology
Institute for Islamic Countries (SMIIC). This
additive is stated on the halal Malaysia site to
be non-halal only for those in the Hanafi figgah,
and doubtful for others (OIC/SMIIC, 2020;
Halal E-Codes, 2020) E-300, long name
Ascorbic acid. This substance, which is found
in many foods and beverages, is often labeled as
vitamin C. Not the natural one, but the artificial
one synthesized from glucose is considered
suspicious and its health risks are discussed
(Varvara et al., 2016). E-325 Sodium lactate
used for its antimicrobial effect in foods is a
risky food additive in young children with
lactose intolerance, which is originally derived
from milk but is considered suspicious because
it may contain pig rennet (Aymerich et al.,
2005). E-262 Sodium acetate or Sodium
diacetate is widely used as acidity regulator in
foods. However, in a study conducted in 2018,
it was reported that rats showed lymphocytosis
and even suppressed humoral parameters
significantly, causing various pathological
lesions (Abd-Elhakim et al., 2018).




As the Muslim population is spreading all
over the world and the need for Halal products
is rapidly increasing, the Halal food industry is
growing and the importance of proper Halal
certification of food products is increasing. It is
necessary to clarify the Halal status of food
additives in order to meet Halal requirements.
There is great demand for clarification of
questionable situations in food production,
which can assist Muslim consumers with their
religious obligation to ensure that food is Halal.
Using raw materials and additives from Halal
approved sources and using the appropriate
technique will ensure the product to be Halal
and create trust among consumers. The use of
food additives, which may adversely affect
human health as a result of the analysis of
international food organizations and reliable
laboratories, should be prohibited by the
governments. This should be done for the
purpose of protecting public health and not just
for religious reasons.

CONCLUSION

Food additive lists of various institutions and
organizations that issue halal certification
around the world should be uniform. For this
reason, food scientists and religious authorities
should do more scientific work on the
standardization of halal additives. Using
systems such as listing and coding companies
with halal food certification by the certification
institutions whether the manufacturers have this
certificate should be made clearly visible to the
consumers. Because halal food is necessary not
only for Muslims but also for all humanity in
terms of health.
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Bir kedide fasiyal leiomyosarkom olgusu

Case of fascial leiomyosarcoma in a cat

OZET

Bu olgu sunumu ile bir kedideki fasiyal subkutandz leomiyosarkomun
histopatolojik tanisi, operatif iglemi ve postoperatif silireci hakkinda bilgi
verilmesi amaglandi. Olgumuzu klinigimize bag bdlgesinde sag kulagin altinda
findik biiytikliigiinde bir kitle sikayeti ile getirilen 3 yasinda, chinchilla irki bir
disi kedi olusturdu. Olgunun klinik muayenesinde sag kulagin altinda yaklasik
2,5 cm capinda, elastik kivamli, yer yer hemorajik odaklarm oldugu bir kitle
tespit edildi. Genel anestezi altinda kitle total olarak eksize edildi. Olgunun
postoperatif takibinde yaklasik 4. ayda niiks sekillendigi ancak kedinin genel
durumunun iyi oldugu ve vyavruladigt bilgisine ulasildi. Alinan doku
orneklerinden hazirlanan kesitler hematoksilen-eozin ve Masson’un trikrom
boyama teknigi ile boyandi. Histopatolojik incelemelerde, cesitli yonlere kollar
veren bantlar veya girdaplar yapmis oval veya ig seklinde atipik kas hiicreleri
goriildii. Masson’un trikrom boyamasinda bu hiicrelerin kirmizi renkte
boyandig1 dikkati ¢ekti. Tim bu degerlendirmelerin sonucunda kitle
histomorfolojik olarak leomiyosarkom olarak tanimlandi. Bu sunum, kedilerde
Leomiyosarkom’un nadirde olsa goriilebilecegini ve olgularin postoperatif
donemde niiks sekillenebilecegi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cerrahi, fasiyal leiomyosarkom, histopatoloji, kedi

ABSTRACT

The aim of this case report was to give information about histopathological
diagnosis, operative process and postoperative process of facial subcutaneous
leiomyosarcoma in a cat. A 3-year-old chinchilla breed female cat was brought
to our clinic with a complaint of a nut-sized mass under the right ear in the
head area. A clinical examination of the case found a mass under the right ear
with a diameter of about 2.5 cm, elastic consistency, hemorrhagic foci in
places. In the postoperative follow-up of the case, it was found that recurrence
was observed approximately in the 4th month, but the general condition of the
cat was good and had kittens. The sections prepared from the tissue samples
were dyed with hematoxylene-eosin and Masson's trichrome staining
technique. Histopathological examinations showed atypical muscle cells in the
form of oval or spindle shaped novelties that made bands or vortices that gave
arms in various directions. In Masson's trichrome painting, it was noted that
these cells were painted red. As a result of all these assessments, the mass was
histomorphologically identified as leiomyosarcoma. This presentation shows
that leiomyosarcoma can be seen in cats, although rare, and cases may relapse
in the postoperative period.

Keywords: Surgery, fascial leiomyosarcoma, histopathology, cat
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Fasiyal leomiyosarkom
iRIS

Leomiyosarkomlar diiz kaslardan
koken alan, koti huylu, yavas
bliyliyen ve lokal
karakterdeki mezensimal tiimoral
olusumlardir. (Bock vd., 2007; Fews vd., 2008;
Grosas vd., 2017). Derinin bag doku ve dermis
katmanlarindan koken alan ve daha nadir

ylizeysel

invaziv

goriilen  leomiyosarkomlara ise
leomiyosarkomlar  denilmektedir.  Yiizeysel
leomiyosarkomlar subkutanoz
leomiyosarkomlara ayrilmaktadir (Kim vd.,
2014). Leomiyosarkomlar daha cok
gastrointestinal sistemde ve disi hayvanlarin
genital organlarinda gozlemlenirken daha az
olarak da idrar kesesi, Ozefagus, ekstremite
bolgelerinde rapor edilmistir (Movassaghi vd.,
2008; Jung-Yeon vd., 2008; Kim vd., 2014;).
Sunulan bu ¢aligma ile; bir kedide karsilasilan

sikligr  diisik olan fasiyal
leomiyosarkomun histopatolojik

kutandéz ve

ve goriilme
subkutanoz
tanisi, operatif islemi ve postoperatif siireci
hakkinda bilgi verilmesi amag¢lanmustir.

OLGU SUNUMU

Olgumuzu 3 yasinda, chinchilla ki, disi bir
kedi olusturdu. Hasta sahibi tarafindan sag
kulagin alt tarafinda findik biiylikliiglinde sert
bir kitle olarak fark edilen olgu herhangi bir ilag
uygulamas1 yapilmadan, fark edilmesinden
yaklagik 1 ay sonra klinigimize getirildi. Egkal
ve anamnez bilgileri kaydedilen kedide viicut
1s1s1, kapillar  dolum dakikadaki
solunum sayis1 ve dehidrasyon derecesi normal
smirlar igerisinde belirlendi. Yapilan klinik
muayenede Sekil 1A da goriildiigii lizere orta
sertlikte, ylizeysel ve yer yer hemorajik
odaklarin oldugu 2.5 cm capinda bir kitle tespit
edildi (Sekil 1A).

zamani,

Tiimoral kitle siiphesiyle alinan gogiis
boslugu radyografisinde Sekil 1B gorildigi
gibi  herhangi  bir metastatik  bulguya

rastlanmadi  (Sekil 1B).
durumunun iyi oldugu g6z Oniine alinarak
operasyona karar verildi. Preanestezik olarak
Ksilazin HCI (Control® %10, Doga Ilac,
Istanbul, Tiirkiye) 35 mg/kg dozunda kas ici
uygulandi. Bundan 15 dakika sonra tam bir
anestezi  saglanmast  amaciyla  ketamin
hidrokloriir (Ketasol® %10, Interhas, Ankara,
Tiurkiye) 20 mg/kg dozunda yine kas igi
uygulandi. Bolgenin antisepsisi saglandiktan
sonra, Kkitle lokal olarak eliptik ensizyon
yapilarak ¢evre dokularindan kiit diseksiyon ile
uzaklastirildi. Operasyon sirasinda  kitlenin
altindaki dokularda patolojik bir durumla
karsilagilmadi. Deri alti bag doku ve deri
kuralina uygun olarak 0 numara PGA iplik ile
basit ayr1 dikislerle kapatildi. Daha sonra kitle
histopatolojik inceleme yapilmasi i¢in %10'Tuk
formalin i¢ine alinarak patoloji laboratuvarina
gonderildi. Makroskobik muayenede, kitlenin
yaklagik 2,5 cm ¢apinda, yumusak kivamli ve

Hayvanin  genel

tizeri deriyle kapli oldugu tespit edildi. Ayrica
bolgede genis iilser
gozlendi. Kitlenin kesit yiiziinde boz-beyaz
renkte ve yer yer kanama alanlar1 mevcuttu.
Histopatolojik degerlendirmede, cesitli yonlere
kollar veren bantlar veya girdaplar yapmis oval
veya i1g seklinde atipik kas hiicreleri goriildii
(Sekil 2A). Yapilan Masson’un trikrom
boyamasinda ise bu hiicrelerin kirmizi renge
boyandig1 dikkati c¢ekti (Sekil 2B). Ayrica bu
yapilara genis kanama alanlan ile ¢ok sayida
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 eslik etmekteydi.

alanlar1 ile kanama

Postoperatif tedavide ampisilin/sulbaktam
(Sulcid®, I.E. Ulagay, Tiirkiye) kas ici olarak
20 mg/kg dozda 5 giin silireyle uygulandi.
Postoperatif 2. ayda herhangi bir niiks
sekillenmedigi ve kedinin genel durumunun iyi
oldugu gozlemlenirken, 4. ayin sonunda niiks
sekillendigi ancak kedinin gebe kalarak
yavruladig bilgisine ulasildi.
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Sekil 1A. Makroskobik olarak kedinin kulak bélgesindeki kitle. Sekil 1B. Kedinin L/L ve V/D pozisyonlarda

akciger radyografisi.

ORI
wor LN h/ﬂﬂ' \ \'
Sekll 2A. Girdaplar seklinde dizilim gdsteren tiimdr hiicreleri; longitudinal (oklar) ve transversal (yildizlar) hiicre

kesitleri (Hematoksilen-Eosin boyama). Sekil 2B. Trikrom boyamasinda kirmiziya boyanan kas hiicre demetleri,
(Trikrom Boyama)

TARTISMA

Leomiyosarkomlar genellikle yiiksek malign
potansiyel tagtyan kotii prognozlu bir tlimordiir.
Deri ve derialt1 bag dokularinda meydana gelen
subkutan6z leomiyosarkomlara oldukc¢a nadir
rastlanilmaktadir (Liu vd., 2003).

Cooper vd. (2002), deri ve deri alt1 bag
dokularindan koken alarak gelisen sert
subkutandz tiimorlerin hayvanlarda bas ve
boyun bdlgesinde gelistigini bildirmislerdir. Bu
olguda da  subkutanéz  leomiyosarkom,

chinchilla wki1 disi bir kedinin fasiyal
bolgesinde sag kulak altinda tespit edilmistir.
Subkutandz leomiyosarkom ¢ok sik karsilasilan
bir lezyon olmadig1 i¢in hastaligin yas, irk ve
cinsiyet  yOniinden  predispozisyonu  ve
etiyolojisi hakkinda yeterince bilgi
bulunmamaktadir (Labelle vd., 2010). Yapilan
calismalarda (Bock vd., 2007; Fews vd., 2008)
subkutandz leomiyosarkom vakalarinin daha
cok erigkinlerde ortaya c¢iktig1r bildirilmesine
ragmen  sunulan calismada  subkutanoz
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Fasiyal leomiyosarkom

leomiyosarkom olgusu ii¢ yasindaki bir kedide
tespit edilmistir (Bock vd., 2007; Fews vd., 2008).

Baz1 yazarlar (Fews vd., 2008; Jung-Yeon
vd., 2008) subkutanéz tlimorlerin insanlarda
siklikla metastaza sebep olduklarini
hayvanlarda ise nadir vakalarda metastaz
yaptiklarin1 rapor etmislerdir. Jacobsen vd.
(2000) tarafindan bir kedinin arka sag
bacaginda 2. ve 3. phalanxlar arasinda oldugu
bildirilen subkutandz leomiyosarkom olgusunun
postoperatif altinci ayda ayni bolgede niiks
ettigi ve akcigerlere metastaz  yaptidi
bildirilmistir. Bock vd. (2007) tarafindan, bir
kurtta sol karin bdlgesinde biiylik bir
subkutan6z leomiyosarkom bildirilmis ve bu
olgunun  postoperatif ikinci ayda ayni
bolgesinde nilks meydana geldigi rapor
edilmistir. Jung-Yeon vd. (2008) ise 10 aylik bir
hamsterde arka sag bacakta tespit ettikleri
subkutan6z leomiyosarkom olgusunda diyafram

ve  akciger  metastazina  rastladiklarin
bildirmislerdir. Sunulan bu olguda da bas
bolgesinde sekillenen subkutanoz

leomiyosarkom, postoperatif dordiincii ayda
ayni bolgede niiks gdstermis ancak torakal ve
abdominal bolgeden alinan grafilerde metastaz
olgusuna rastlanilmamustir.

Sonug olarak subkutanéz leomiyosarkomun
geng chinchilla irki1 kedilerin bas bolgesinde
nadiren de olsa karsilasilabilecegi
goriilmektedir. Niikks olusumu g6z Oniine
alinarak operatif miidahale yapilabilen bu
vakalarda hasta sahibinin prognoz hakkinda
bilgilendirilmesi de gerekmektedir. Olgu
klinisyen veteriner hekimlere yardimci olacagi
diistincesi ile rapor edilmistir.

TESEKKUR / ACIKLAMALAR
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Sistemik inflamatuvar cevap sendromu ve muhtemel
bakteriyel translokasyonu mevcut kopeklerde vital
destekleyici yeni sagaltim: proktolizis ile yiikksek hacimde

polietilen glikol uygulamasi

Vital-supporting new therapy in dogs with systemic
inflammatory response syndrome and possible bacterial
translocation: application of high-volume polyethylene glycol

with proctolysis

OZET

Retrospektif vaka serisine ait calismada laboratuvar analizleri esliginde sistemik
inflamatuvar cevap sendromu ile muhtemel bakteriyel translokasyonu mevcut
kopeklerde, rektal enema (proktolizis) ile yiiksek hacimde polietilen glikol
uygulamasinin bagirsak bariyerini yeniden insasi ile sepsisin durdurulmasi amaglandi.
Bu kapsamda farkli hastaliklar1 bulunan ve sistemik inflamatuvar cevap sendromu eslik
eden 8 farkli kopekte standart sagaltim protokolleri ile rektal yolla yiiksek hacimde
polietilen glikol uygulandi. Polietilen glikol uygulama oOncesi 2-4 arasi saptanan
sistemik inflamatuvar cevap skorlarinda 5 giinliik uygulama sonrasi 0-1 arasina
diistiigii gozlemlendi. Bu yonii ile siurlt sayida olguda da olsa, kliniklerde sistemik
inflamatuvar cevap sendromu ve sepsis durumlarinda bu ¢aligmada bir ilk oldugu iizere
rektal enema ile polietilen glikol kullanilabilirligi ortaya konulmus olup herhangi bir
yan etki saptanmamasi yine tarafimizca olumlu kargilanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, rektal enema, polietilen glikol, SIRS

ABSTRACT

In the study of retrospective case series, it was aimed to restrained of sepsis as
reconstructing the intestinal barrier via high volume polyethylene glycol administration
by rectal enema (proctolysis) in dogs being systemic inflammatory response syndrome
with possible bacterial translocation accompanied by laboratory analysis. Regarding
high volume polyethylene glycol was administered rectally with standard treatment
protocols in 8 different dogs diagnosed different diseases and concomitant with
systemic inflammatory response syndrome. It was observed to the systemic
inflammatory response scores was 2-4 before the polyethylene glycol application,
decreased 0-1 after 5 days of application. In this respect, the use of polyethylene glycol
via rectal enema has been demonstrated as a first in this study in cases applied to
clinics with systemic inflammatory response syndrome and sepsis and we have also
received the absence of any side effects favorably although in a limited number of
cases.

Keywords: Dog, rectal enema, polyethylene glycol, SIRS
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Vital destekleyici yeni sagaltim
iRIS

Saglikli canlida faydali sekilde
gorevini gerceklestiren bagirsak,
bagirsak mikrobiyomu, intestinal

bariyer, hastalik durumlarindan ve muhtemel
sistemik inflamatuvar cevap sendromu (SIRS)’
dan  sorumlu  bakteriyel  translokasyon
patogenezise katki sunan durumlar Sekil 1°de
paylasilmistir.

& |

|

Sekil 1. Kritik hastalarin ¢ogunda canli bu sekilde kendi bakterilerinin emilmesi sonrasi dlebilmektedir. Gelecege bakis
acist sunabilme adma bariyerin fiziksel porsiyonunun polietilen glikol uygulamasi ile koruma altina alinmasinin ne
kadar 6nemli oldugu bilinmektedir ki, bu goérselden ¢ikarimda bulunulabilinir (Wu vd., 2004; Valuckaite vd., 2013).

Retrospektif vaka serisine ait calismada
laboratuvar  analizlerine gore SIRS (ile
muhtemel bakteriyel translokasyonu mevcut)
belirlenen kopeklerde rektal enema (proktolizis)
ile yiiksek hacimde polietilen glikol (pEg)
uygulamasinin  bagirsak bariyerini yeniden
ingas1 ile sepsisin engellenmesi/ilerleyisinin
durdurulmasi amaglandi.

OLGU SUNUMU

Farkli 1rk, yas ve her iki cinsiyetten etiyolojik
tabanli (detayli laboratuvar analizleri ile
ic hastaliklar1 alanina yonelik)
degerlendirmede degisik hastaliklara iliskin tani
konulan 8 kopekte es zamanli ko-morbidite
SIRS tespit edilerek, hastaliklarina yonelik
standart sagaltim protokollerine (s1v1 sagaltima,
gastrokinetik, hepatoprototektif ve nutrasotik
kullanimi) olarak  rektal enema
(proktolizis) ile yiiksek hacimli pEg uygulamasi
5 giin stireyle yapild1 (Tablo 1).

veteriner

ilave

Tablo 1. Calismada uygulanan Golytely (avicenna farma) oral ¢ozelti i¢in toz ve kompozisyonu

Uriin ad1 Bilesim

Yardimci maddeler

Polietilen glikol

Golytely (Avicenna Farma)
4 1t ¢dzelti
oral ¢ozelti icin toz

Anhidrus sodyum siilfat
22,74 ¢
Sodyum bikarbonat 6,74 g

3350 236 g

Sodyum kloriir 5,86 g

Potasyum kloriir 2,97 g




Klinik muayene bulgulan esliginde tani ve
sagaltim girisimi

Sistemik  inflamatuvar cevap  skorlarinin
degerlendirilmesinde ilgili kriterler (solunum
frekansi> 20/dakika, kalp frekansi>120/dakika,
total 16kosit sayis1 (WBC) < 6 ya da >16 x109
L, rektal derece< 38.1°C ya da >39.2°C)

VetBio, 2021, 6(1), 39-44

herhangi birisinin (I er puan) saptandigi
durumlarda Kilpatrick vd. (2016) yorumuna
benzer sekilde 0 ile 4 arast degisimde
degerlendirildi (Hauptman vd. 1997). Kalp ile
solunum frekansi, rektal 1s1, hematoloji ile
serum biyokimyasal profili kayit altina alindi.
SIRS skorlar1 Tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. Calisma kapsamina alinan olgulara ait demografik bilgilerle, SIRS skorlar

Olgu serisi

SIRS skoru

Oncesi Sonrasi
Olgu | Gastrik tilserasyon 4 0
Olgu Il Inflamatuvar bagirsak hastalig1 + pankreatitis 3 1
Olgu 11 Kanine monositik ehrlichiozis 3 0
Olgu IV Parvoviral gastroenteritis 3 0
Olgu Vv Parvoviral gastroenteritis 2 0
Olgu VI Inflamatuvar bagirsak hastalig 3 0
Olgu VII Inflamatuvar bagirsak hastahi1 + diabetes mellitus 3 0
Olgu VIII Parvoviral gastroenteritis 3 1

Polietilen glikol soliisyonu kullanimi1 sonrasinda
her 8 olguda sagaltim Oncesi 2-4 arasi saptanan

45
4
35
3
25

2

SIRS Skoru

15
1
05

0 .
Once

SIRS skorlar1 5 giinliik uygulama sonrasi 0-1
arasinda saptandi (Sekil 2).

—e—Hasta 1
—e—Hasta 2
—»—Hasta 3

Hasta 4
——Hasta5
—=—Hasta 6
——Hasta 7
——Hasta 8

Sonra

Sekil 2. pEg soliisyonu uygulama oncesi ve sonrasina gore olgularin SIRS skorlarmin grafiksel dagilimi

TARTISMA

Geleneksel olarak pEg soliisyonlar1 klinik
pratikte ozmotik bagirsak preparatlari, ilag

uygulanmasinda adjuvan (Valuckaite vd.,
2013), konstipasyon sagaltiminda (Bekkali vd.,
2018) ya da antienfeksiydz amagla (Burrows,
2004) (Sekil 3) kullanilmaktadir.
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Vital destekleyici yeni sagaltim

yiiksek molekiiler agrlikh
polietilen glikol

P. auroginosa' nn intestinal
epitelyum ile temasim engeller

)

Sekil 3. Polietilen glikoliin antibakteriyel 6zelligi (Burrows, 2004)

Multi-fonksiyonel —molekiiller olan pEg
simultane olarak farkli bircok patolojik
olusumda [doku Odemi, hiicre membran

disfonksiyonu, immun aktivasyon, ara baglanti
(siki  kavsak) fonksiyonlar1 ile mukozal
bariyerin biitiinltigii] hedef
olabilmektedir. Yiiksek molekiiler hacimleri ve
hidrofilik karakterleri nedeniyle, onkotik bir
cukur (lavabo) olusturup
sekestere ederek doku 6demini azaltmaktadir.
Reperfiizyon esnasinda lipid peroksidasyonu ile
hiicre membran hasarini azaltmak {izere serbest
radikal siipiiriicii olarak rol teskil etmektedir.

molekiil

su molekullerini

Oksidatif membran hasarindan  korunma
yaninda, pEg’ler gecici olarak reverzibl
kompleksler (membran lipitleri) olusturarak
hasar goren hiicre membranlarina yama
yapmaktadir. Boylelikle daha 1iyi kosullar
saglanana kadar hiicre
saglanmaktadir.
davranis modeli sergilemesi en kestirilemeyen
ozellikleri arasindadir. pEg’ler dogal yiizeylere
dayanak  teskil  ederek, fiziko-kimyasal
ozelliklerinde major degisiklikler
sergilemelerini  saglamaktadir. Bu sayede
protein ile yiizeysel etkilesim saglanmasi;
musin gecerek  epiteliyal
tabakasinin muhafaza edilmesini ve
restorasyonunu saglamaktadir (Valuckaite vd.,

2013).

biitiinligi
Biyolojik yiizeylerde essiz

yerine musin

Onceden elde edilen sonuglar gdstermektedir
ki, pEg 15-20 soliisyonu koruyucu etkinligine
ait aktivasyonu 3 farkli mekanizma; 1) artan
onkotik basincin, 6deme ait saglifa zararl
etkilerini sinirlama, 2) membran lipidleri

stabilizasyonuna baglh olarak donor
hiicrelerinde, dokularinda ve organlarinda
immuno-korunma saglama (Yandza vd., 2012),
3) muhtemelen en 6nemli etkinlik olarak dogal
miisin gibi davranma (Valuckaite vd., 2013) ile
gerceklestirmektedir. Bu baglamda
calismamizda kullanilan yiiksek hacimli pEg
bahis konusu etki mekanizmalar1 ile sepsis
skorlarinda azalmaya, yan etkiye

vermeksizin sagkalima neden olmus olabilir.

mahal

Farkli birgok kronik enflamatuvar hastalik
durumunda, sagaliminda anti-inflamatuvar
ilaclarm pEg ile kullanim1 séz konusu
olabilmektedir. pEg iceren unsurlarin kendi
anti-inflamatuvar etkinliklerinden
sekillenebilecegi  hipotezine  dayandirilarak
gerceklestirilen randomize, ¢ift-kér kontrolli
bir ¢alismada diisiik molekiiler agirlikli ya da
yiiksek molekiiler agirlikli pEg soliisyonlari
lipopolisakkarid ya da zimosanla olusturulan
sistemik  enflamasyon  sonrast  sagkalimi
degerlendirmek {tizere kullanilmistir (Ackland
vd., 2010). In vivo ve in vitro kosullarda
gerceklestirilen calismada diisiik molekiiler
agirlikli pEg soliisyonlar1 inflamatuvar sitokin
ekspresyonunu, pireksiyi ve mortaliteyi (>%50)
her 2 sepsis modelinde de azaltmistir. Buna
karsin  yiiksek molekiiller agirlikli  pEg
soliisyonlar1 sagkalim {izerine her 2 sepsis
modelinde daha az etkinlik saglamis, anti-
inflamatuvar etkinlik yeterli olmamistir. Diisiik

molekiiler agirliklh pEg soliisyonlar1
endotoksemik farelerin karacigerinde
lipopoliskkarid kaynakl1 pro-apoptotik

yolaklarin aktivasyonunu azaltstir. Ilgili

M



caligmada netice itibar1 ile pEg soliisyonlari
sikca kullanilabilecek,
immunolojik, simdiye kadar ‘heniiz yeterince
takdir edilmemis’ anti-inflamatuvar bir molekiil
olarak SIRS ve sepsis sagaltiminda rol aldigi
tanimlanmistir (Ackland vd., 2010). Bizim
calismamizda ne diisiik molekiiler agirlikli
[200-400] ne de yiiksek molekiiler agirlikli
[>4000] pEg soliisyonlar1 tercih edilmemis,
muhtemel orta dereceli molekiiler agirlikli lakin
yiiksek hacimli (3350) (Alverdy & Piano, 1997)
olant tercih edilmistir. Nitekim calismamizda
kullanilan pEg soliisyonu her 8 olguda sagaltim

giivenli, non-

oncesi 2-4 arasi saptanan SIRS skorlarinda 5

glinlik  uygulama sonrast 0-1 arasina
diigtirmistiir. Bu yo6nii ile sinirli sayida olguda
da olsa, Kkliniklerde SIRS ve sepsis

durumlarinda bu ¢alismada bir ilk oldugu {izere
rektal enema ile pEg kullanimi, tarafimizca

tavsiye edilir. Herhangi bir yan etki
saptanmamasi  yine  tarafimizca  olumlu
karsilanmastir.

Geleneksel olarak antivirulens stratejileri

quorum sensing ile etkilesimde bulunan tekil
molekiiller hedef alinarak gelistirilmistir. Bu
noktada oOnemli kisitlardan  birisi  aday
molekiillerin tiir spesifik olmasi gerekliligidir.
Bir bagka engel antibiyotiklere benzer sekilde
direng gelisimidir. Kritik hastaliklar esnasinda
sirekli devinim 1igerisinde olan bagirsaktaki
mikrobiyel ekoloji gbz oniinde bulundurulursa,
herhangi bir spesifik ya da non-spesifik quorum
sensoring inhibitérii uygulandiginda bagirsak
mikrobiyomunun  nasil  cevap  verecegi
ongoriilemez. Yine kritik hastaliklar esnasinda
intestinal  patojenlerden  kaynaklanan letal
sepsisi engellemek admna alinacak terapdtik
onlemler g6z Oniine alinirsa; mikrobiyota,
patobiyota, lokal mikrogevre ve konak¢t immun
sistemi arasinda yer alan ¢ok yonlii molekiiler

diyalog hatirlanmalidar. Bu noktada,
calismamizin da hedefinde oldugu {izere,
normal mikrobiyotanin mukavemetinin

arttirarak, patobiyota virulensini kontrol altina
alabilecek ve kritik kaynaklar1 tutarak direkt

VetBio, 2021, 6(1), 39-44

virulensi suprese edecek, boylelikle bu ¢ok
yonlii molekiiler diyalog igerisinde molekiiler
huzur saglayacak fosfath pEG unsurlarina
ihtiyag vardir (Zaborin vd., 2014). Anilan
kosullar  altinda  fosfath  pEg  uzun
Omiirlii/dayanikli ve koruyucu bir sekilde
proaktif kosullarda yer alan interaktif patojenik
komiinitenin provokatif (hastalik) durumlarinda
ortaya ¢ikisina kars1 6ldiiriicii etki ile fonksiyon
gostermesi beklenmektedir. Son sozii edilen
calismada fosfatli pEg normal mikrobiyotay1
korurken, etkinliginin patobiyotanin virulensini
icermesi, giiniimiize degin baska herhangi bir
anti-infektif ajanda tanimlanmamistir (Zaborin
vd, 2014). Bizim ¢alismamizda farkli 8 kopekte
SIRS sagaltimimna destekleyici olarak kullanilan
pEg sagkalima katkida bulunmustur. Ozellikle
bagirsak kokenli ve farkli ilaglara direngli
patojenlerin,  yiksek  derecede  virulens
gostererek korunma ve sagkalimin
giiclestirilecegi sepsis durumlarinda pEg mithim
bir alternatif olabilir (Zaborin vd., 2014).

TESEKKUR / ACIKLAMALAR

Yazarlar, bu makale i¢in gercek, potansiyel
veya algilanan bir ¢ikar catismasi olmadigini
beyan eder.

Etik beyan: Hasta sahiplerinden 17.12.2019-
18.03.2020- 17.04.2020- 22.05.2020-
22.05.2020- 25.05.2020- 17.07.2020 ve
18.08.2020 tarihli “tedavi ve bilgi onam formu”
ile izin alinmastir.

Cikar catismasi: Yazarlar, bu makale igin
gercek, potansiyel veya algilanan bir ¢ikar
catismasi olmadigini beyan etmektedirler.
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OZET

Western Blot (WB) teknigi, herhangi bir 6rnekten istenen tek bir proteini 6zgiin bir
sekilde saptamak i¢in molekiiler biyolojide kullanilan eski ve giivenilir bir yontemdir.
Proteinlerin uyaranlara kars1 verdigi yanitlarin arastirilmasinda, protein ifadesinin var-
yok ya da artmis-azalmig olarak degerlendirilmesinde, hiicre spesifik protein
izoformlarmin belirlenmesinde, genetik hastaliklarin ortaya ¢ikigindan sorumlu
proteinlerin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir metottur. Yapilan bu derlemede,
WB tekniginin prensibi, protokolii ve virolojide kullanimi hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metot, Viroloji, Western Blot,

ABSTRACT

The Western Blot technique is an old and reliable method used in molecular biology to
uniquely detect a single protein from any sample. It is a frequently used method for
investigating the responses of proteins to stimuli, evaluating protein expression as
either absent or increased-decreased, determining cell specific protein isoforms and
determining proteins responsible for the occurrence of genetic diseases. In this
composition, information has been provided about principle, protocol and use of
Western Blot technique in virology.

Keywords: Unio terminalis, nacre, pearl pouch, mantle, graft

IRIS

Bloting (blotlama), bir karisimdaki molekiillerin varligini

O0lemek amaciyla gelistirilmistir. Bu teknik ile cesitli

ayrim ve tespit yontemleri kombine edilerek, hiicrelerin

farkli  molekiillerinin  sentezi belirlenir, antijenleri

identifiye edilerek analizi yapilabilir. Cesitli tipleri olan
blotlama; teknik yonden ii¢ kisimda incelenir,

Southern blot

Genomik DNA (gDNA) restriksiyon enzimleriyle Kesilerek,
fragmentlerine ayrilir. Bu fragmentler biiyiikliikklerine goére agaroz jel
elektroforez yontemi ile ayrildiktan sonra, blot yontemi ile de filtreye
gecirilir. Bolgeye 6zgii prob (radyoaktif veya diger tespit edilebilir bir iz
ile isaretlenmis olan; klonlanmis bir DNA veya RNA molekiiliidiir. Bu
molekiiller hibridizasyon ile onun komplementer (es) dizisinin
bulunmasinda kullanilir), yalnizca kendisine tiimleyici bazlari igeren
DNA fragmentleriyle hibridize olur ve bu da filtre ilizerine uygulanan
otoradyografi islemiyle bantlar {izerinde goriiniir hale getirilir
(Schlickeiser & Pleyer, 2007).
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Western Blot

Nothern blot

M(RNA) ya da virus RNA’sinin saptanmasi
amaciyla kullanilir. Test; RNA-DNA ya da
RNA-RNA hibridizasyonu olusturarak yine
filtre  {izerine otoradyografi  yapilarak
gerceklestirilir (Schlickeiser & Pleyer, 2007).

Western blot

WB hiicre ve molekiiler biyolojide kullanilan
cok Onemli bir tekniktir. WB teknigi
hiicrelerden  ekstrakte edilmis proteinlerin
kompleks karigimindan spesifik proteinlerin
identifiye edilmesinde kullanilan bir teknik olup
¢ temel adimdan olusmaktadir. Bunlar
sirastyla, (1) farkli boyutlara sahip olma
prensibine dayanilarak yapilan ayrim, (2) kati
bir faza (membrana) aktarim, (3) goriiniir hale
getirmek i¢in  uygun birincil ve ikincil
antikorlar1 kullanarak hedef  proteini
isaretlemedir (Sekil 1) (Memelink vd., 1994).

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan WB
teknigi, belirli bir protein veya protein profilini
analiz etmeye yarayan yiiksek hassasiyetli ve
yar1 kantitatif (semi-quantitative) molekiiler bir
tekniktir (Kurien & Scofield, 2006).

WB teknigi, ilk kez 1970 yilinda Ulrich
Laemmli  tarafindan  poliakramid  jelde

Western Blotting Procedure

elektriksel glic vasitasiyla molekiil ayrim
prensibi kullanilarak gelistirilmistir. Bu yiizyilin
sonunda,  Towbin (1979)  proteinlerin
poliakramid-iire jelden nitroseliiloz
membranlara transferi tanimlamistir. ki yil
sonra Burnette, poliakramid jel ve sodyum
dodesil siilfat (SDS-PAGE) kullanilan WB
teknigini  bildirmiglerdir. ~Giiniimiizde WB,
enfeksiy0z, otoimmiin, romatizmal ve onkolojik
hastaliklarin teshisi i¢in biyomedikal alanda
anahtar bir teknik haline gelmistir (Martinez-
Flores vd., 2017).

TEKNIK

Protein ekstraksiyonu ve hiicre lizisi

WB, hayvansal ve bitkisel dokulardan, hiicre
kiiltiirlerinden, bakterilerden ve mayalardan
proteinleri  belirleyebilen ¢ok yonli  bir
tekniktir. Sonucglar1 diizgiin bir sekilde elde
etmek i¢in, mekanik ve kimyasal metotlarla
yapilabilen 1iyi bir protein ekstraksiyonu
gereklidir.  Asindirict  kullanarak  yapilan
sonikasyon, cam veya metal boncuklarla
yapilan homojenizasyon gibi yontemler en ¢ok
kullanilan mekanik metotlardir (Martinez-
Maqueda vd., 2013).

1.SDS-PAGE de &rnekleri 2 Elektroforetik olarak
AL yikleme ve proteinleri parcalarina ayrilmis proteinleri, 3.Natral proteinlerle
ayirma PVDF membrana aktarma (BSA ya da siit kazeini)
— = F membrani bloke etme
SAsEsRARER ~ ] Gweonall |
"\ O J
I IR
—
> MEMBRANE
GEL
“+
4
§.Kemilﬁminesans HRP subsraty, S.Biri_nci'l amilso_rlgra_spesiﬁk, 4 Hedef proteine spesifik
ile boyanmaya birakma ve HRP ile 1saretli tkincil primer antikorlarla,
goriintilleme _aﬁrlarla n:)emagnam membran: inkiibasyona
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Sekil 1. Western Blot prosediirii (CUSABIO 2018)




Kimyasal metotlar; proteinleri ¢6zdiirme
yetenegine sahip tamponlarin kullanimini igerir.
Bu tamponlarda sodyum dodesil siilfat (SDS),
deoksikolat ve setil trimetilamonyum bromiir
(CTAB) gibi iyonik deterjanlar mevcuttur.
Ayrica iyonik olmayan veya zvitteriyonik
kimyasallar gibi baska deterjanlar1 kullanmak
da miimkiindiir ve se¢im, istenen ekstraksiyon
verimliligi ile litik etkinin hizina baghdir.
Omegin; SDS saniyeler iginde hiicreyi lize
edebilir ancak proteinleri de denatiire edebilir.
Triton X-100, protein denatiirasyonu veya
protein kompleksinin parcalanmasindan
sakinarak; hiicreleri diizglince ve yavasca lize
edebilen iyonik olmayan bir deterjandir. Bu
metot, protein yapist veya protein aktivitesini
iceren testler i¢in tavsiye edilir. [(3-
kolamidopropil) dimetilamonyum], -1-
propansiilfonat gibi zvitteriyonik deterjanlar
¢oziinmiis proteinin yiikkii ya da net yik
etkilenmeden kullanilabilir. Proteinleri
¢ozdiirmedeki verimliligi acisindan en ¢ok
kullanilan tamponlardan biri, proteazin ticari bir
inhibitord, pH 7.5 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, %21 Triton X-100, %0,5 sodyum
deoksilat, %0,1 SDS ve 5 mM EDTA igeren
radyoimmiinopresipitasyon  testi  tamponu
(RIPA)’dur. Kolon kanseri hiicre hatti HT-
29°da  bu igerikler sitoplazmik proteinleri
cozerek yiiksek verimlilik gosterir (Flores ve
ark 2017). RIPA’ya ilaveten, Tris-Triton (10
mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, %1 Triton X-100, %10 gliserol,
%0,1 SDS, %0,5 deoksilat) ve 20 mM Tris-HCI
pH 7.5 gibi sitoplazmik  proteinlerin
ekstraksiyonu i¢in tamponlarda vardir. Lizis
tampon soliisyonlarina ilave edilen proteaz
inhibitorlerinin ~ kullanom  amaci  protein
yapilarinin korunmasidir. Sonug¢ olarak, lizis
isleminden sonra alt-hiicresel fraksiyonlar
diferensiyal  santrifiijlerle ayrilir;  tortuda
membran proteinlerini, siipernatantta c¢oziinen
proteinleri elde etmek miimkiindiir (MacPhee
vd., 2010; Jensen, 2012).

Protein miktar:

Elektroforez  isleminden  Once;  protein
konsantrasyonlarim1  belirlemek  ve  jelin
kuyularinda bulunan miktart homojenize etmek
icin, protein igerigi miktarmin belirlenmesi
gereklidir. Cok fazla proteinin olmasi testin
yanlis sonu¢ vermesine sebep olur. Proteinlerin
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nicellestirilmesi i¢in farkli metotlar vardir. En
cok kullanilanlar Lowry, Bradford ve
bisinkoninik asit (BCA)’tir. Bu kalorimetrik
testler, bazi protein aminoasitlerinin farkli
reaktiflerle reaksiyona girdigi zaman, sekillenen
renk degisimine dayanir (Sapan vd., 1999).

Lowry protein testi

Bu metot Follin reaktif ve bakirin kullanim ile
iliskilendirilmistir. 750 nm dalga boyunda tespit
edilir ve renk yogunlugu protein
konsantrasyonunu verir (Martinez-Flores vd.,
2017).

Bradford protein testi

Bu yontemde; proteinlere baglanabilen ve 465-
595 nm dalga boyunda belirlenebilen renk
degisimine sebep olan “Coomasie Brilliant
Blue” boyasi kullanilir (Martinez-Flores vd.,
2017).

Bisinkoninik testi

Bisinkoninik asit (BSA) ile protein testi olduk¢a
yiiksek duyarliliga sahiptir. BSA olarak bilinen;
yiksek duyarlilikla Cu2+ iyonlarini tespit
edebilen bir reaktifin varliginda, Cu2+
iyonlariyla proteinlerin reaksiyonunu igerir.
Proteinlerin makromolekiiler yapilart ve dort
spesifik peptidleri (sistin, sistein, triptofan ve
tirozin); 562 nm dalga boyunda belirlenebilen
orneklerin rengindeki, mora doniisten sorumlu
oldugu bildirilmistir (Martinez-Flores vd.,
2017).

1.Soguk PBS eklenerek hiicre kiiltiirii sisesinde
hiicreler yikanir ve nazik¢e sallanir. PBS
uzaklagtirilir (6neri: doku kiiltiirii tabagi buzun
uistiinde tutulmalidir).

2.Tekrar PBS eklenir ve hiicreleri ylizeyden
kaldirmak i¢in bir hiicre siyiric1 kullanilmalidir.
Karigim mikrosantrifiij tiiplerinde pipetlenir.
3.1500 rpm’de santrifiij islemi uygulanir ve
slipernatant uzaklagtirilir.

4.20 pL taze proteaz inhibitor karisimi ile 180
uL  soguk hiicre lizis tamponu (Tris-HCI
¢ozeltisi, iire, SDS, gliserol, B-merkaptoetanol,
bromfenol mavisi) eklenir. Oneri: eger protein
konsantrasyonu yeterince yiksek degilse,
proteaz inhibitér karigiminin daha yliksek
konsantrasyonda eklenmesi ve prosediiriin
tekrarlanmasi tavsiye edilir).
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5.Buzda 30 dk inkiibasyona birakilir ve sonra
+4°C’de 12.000 rpm’de 10 dk santrifii
yapilarak lizat (hiicre duvar1 veya hiicre zarinin
parcalanmasi ile agiga ¢ikan hiicre igerigi) elde
edilir.

6.Yeni bir tiipe silipernatant (ya da protein
karisimi) aktarilarak -20°C ya da -80°C’de
dondurularak ya da buz igerisinde muhafaza
edilir.
7.Spektrofotometrik
konsantrasyonlar1 dlgiiliir.

olarak protein

Orek Hazirlama
1.Konsantrasyon = kiitle/hacim

Her gozde 50 pg olacak sekilde protein
ekstralarinin hacmi belirlenir.

2.Numuneye 5 pL numune tamponu eklenir ve
iki kez damitilmis distile su kullanilarak, her
seritteki hacim esit hale getirilerek iyice
karigtiritlir (Oneri: serit basina toplam 15 pL
tavsiye edilir).

3.Numuneler 100°C’de 5 dk sitilir. Boylelikle
proteinler primer yapisina doniisir (Mahmood
& Yang, 2012).

Jel elektroforez

Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan birka¢ metot
vardir, bunlarin ¢ogu; ¢oziiniirliigii gelistiren bir
nisasta jeli olan seliilloz asetat kagidi igerir.
Fakat bunlarin gézenek boyutu iizerinde kontrol
saglayamadig1 belirlenmistir. Son zamanlarda
poliakramid jeller, akrilamid (%T olarak anilir)
ve bisakrilamid (% C olarak anilir) yiizdesinin
diizenlemesi sayesinde go6zenek biiylikliigiinii
kontrol etmek i¢cin kullanilmaktadir.
Akrilamidin daha yiiksek bir ylizdesiyle (%10-
20 T) gozenek biiyiikliigii azaltilir ve jel diisiik
molekiil agirlikli proteinlerin (50 kDa’den
kiiciik), ayrilmast i¢in ideal hale getirilir.
Akrilamidin daha diisiik yiizdesine sahip jeller
(<%10 T) daha yiiksek molekiil agirligina sahip
(100 kDa’den daha biiylik) proteinleri ayirmak
icin tavsiye edilmektedir. Amonyum persiilfat
ve tetrametilendiamin  (TEMED) ilavesi,
akrilamid  polimerizasyonunu  hizlandiran
serbest radikaller olusturur. Poliakramid jeller
icin olan tamponlarin ¢ok ¢esitli olusu,
proteinleri ayirmak ve tanimlamak icin hizli bir
metot saglar (Martinez-Flores vd., 2017).

Jel tipleri
Poliakramid  jeller  sayesinde proteinlerin
ayrilmast denatiire edici kosullar altinda

gosterilebilir. Denatiire etmeyen poliakramid
jeller (ND-PAGE) protein yapisini ii¢ boyutlu
sekilde korur ve ayrilma elektriksel yiik, boyut
ve sekle dayali olarak sekillenir. Protein
yapisini korumak i¢in; indirgeyici ve denatiire
olmayan, pH aralig1 8.3-9.5 olan tri-glisin ya da
7.0-8.5 pH’da tris-borat ve 7.2-8.5 pH’da tris-
asetat gibi tampon soliisyon kullanilir. Aksine,
denatiire eden poliakramid jellerde (SDS-
PAGE) protein yapilari, bir anyonik deterjanin

(SDS), bir indirgeyici  ajanin  (beta-
merkaptoetanol) ve 1sinin kombinasyonunu
kullanarak  peptidlere ~ ayrigmistir.  Beta-

merkaptoetanol ve 1s1, disiilfit kopriilerini (Cys-
S-S-Cys) kirar ve polipeptid zincirlerinde olan
tiol gruplarna (Cys-SH) ayrnstirir, SDS ise
proteinlere negatif yik saglar ve baglar
(Martinez-Flores vd., 2017).

Jel kalibinin olusturulmasi

Iki cam, aralarma iki cubuk (Spacer)
yerlestirdikten sonra arka arkaya konarak
diizenege yerlestirilir. Alttan sizinti olmamast
i¢in asag1 dogru bastirilir.

Ayristirict  jel (seperating gel) karigim
hazirlandiktan sonra, pipetle hizlica ve dikkatli
bir sekilde kenarindan kaliplarin arasina
dokiiliir, bu esnada kabarcik olusmamasina
dikkat edilir. Bu islem ¢ok hizli yapilmalidir
clinkii, katalizorler eklendikten sonra jel
solisyonu 5-10 dakika igerisinde tamamen
donmaktadir. Ust kismin diizgiin bir yiizey
olusturmasi ve hava almamasi i¢in 0,5 cc kadar
“Biitanol veya Izopropopranol (alkol)” yavas¢a
eklenir. Jel iyice polimerlestikten sonra konan
alkol geri bosaltilir ve {lizerine istifleme jeli
(stacking gel) hazirlanarak ayni sekilde dokiiliir.
Doker dokmez, son olarak “tarak (comb)”
yerlestirilerek jel polimerlesmeye birakilir,
boylece “kuyular (well)” olusturulmus olur
(Kurien & Scofield, 2009).

SDS-PAGE

SDS

Oligomerik proteinleri alt birimlerine ayiran bir
deterjandir.  Bu  deterjan  polipeptidlere
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baglanarak bir kompleks olusturur ve bu olusan
kompleks  polipeptidlerin  negatif  ytikli
kalmasini saglar (Anonim, 2020a).

VetBio, 2021, 6(1), 45-56
PAGE

Elektriksel  ¢ekim  kuvveti  kullanilarak
proteinleri boyutlarina goére ayirmak ig¢in
kullanilan ortama denir (Schiagger, 2006).
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Sekil 2. SDS-PAGE semas1 (Anonim, 2009) SDS-PAGE

Proteinlerin jel iizerinde goriiniir hale
getirilmesi-Jelin boyanmasi

1- Jel sistem lizerinden ¢ikartilir.

2- Jel lzerindeki proteinler boyanmadan once
jel tizerine sabitlenmelidir (fiksasyon).

3- Fiksatiften gegirilen jel hafif distile su ile
yikandiktan sonra boyama islemine alinir (%40
metanol, %10 asetik asit i¢ceren bir ¢ozelti).

4- Coomassie brilliant blue (CBB) ile boyama
(etanol, asetik asit ve Coomasie parlak mavisi)
yapilarak islem tamamlanir (Mahmood ve
Yang, 2012).

Devaml ve devamsiz tampon sistemleri

Tampon tiirlerinin bagli oldugu iki elektroforez
sistemi vardir. Birincisi Weber ve Osborn’un
siirekli tampon sistemleri; ki bunlarda, ayni
calisan tampon, tek ayristirict jel ve tankta
kullanilir ikincisi Laemmli’nin sistemidir ve iki
tip jel kullanilir. Bunlar; %4’lik akrilamid ile
yapilan biiyiik gozenekli istifleme jeli (stacking
gel) ve istifleme jelinde polimerizasyon yapan
kiiglik gbzenekli ¢oziicli jel (resolving gel)’dir.
Stireksiz  sistemde, her jelde kullanilan
tamponlar farklidir ve bunlar pH ve iyonik giice
gore degisir (Martinez-Flores vd., 2017).

Elektrotransfer  (proteinlerin  membrana
aktarilmasi)

Bu teknikte, proteinler; membran gibi direngli
kati bir destege aktarilmalidir. Boylece
proteinler  kolaylikla  spesifik  antikorla

immiinodetection siirecinde ele alinabilir ve
kullanilabilir. Membran jel ile pozitif elektrot
arasina yerlestirilir ve proteinler, jeldeki
yerlerine gére membrana tutunur. Transfer,
yari-kuru  veya 1slak  sistemlerden  Dbiri
vasitastyla gosterilebilir (Sekil 2). Transferin
her iki tipinde de farkli tamponlarin kullanimi
tavsiye edilir, Ornegin; Tris-glisin’in; %20
methanolle veya methanolsiiz, 8.3-9.2 pH’da ve
%0,025-0,1°1ik konsantrasyonda SDS’le, 9.9
pH’da bikarbonat tamponuyla ya da 1x TBE
(Tris-borat 90 mM, EDTA 1 mM) ile %0,025-
0,1°’lik  SDS ile kullanimi gibi  farkli
konsantrasyonlar1 mevcuttur. %20 methanolle,
%0,1 SDS igeren 8.3 pH’daki Tris-glisin
tamponu en ¢ok kullanilan tampondur.
Metanolsiiz tampon SDS-PAGE jel i¢in
evrenseldir. Methanol iki ana goéreve sahiptir.
Bunlar; SDS’nin  proteine  ayrismasini
tetiklemesi ve SDS’nin varliginda
membranlarda  proteinlerin  adsorbsyonunu
onemli derecede gelistirmesidir. Fakat bu
etkiler ~ proteinler  arasinda  degiskenlik
gosterebilir.  Transferde siklikla kullanilan
destekler; sonucu etkileyebilecek Ozelliklere
sahip nitroselilloz ya da poliviniliden diflorid
(PVDF) gibi mikro gozenekli ylizeylerdir.
Nitroseliilozun aksine PVDF membran1 daha
glicliidiir ve proteinlere daha iyi baglama saglar.
Yinede, nitroseliilloz membranda daha az non-
spesifik baglanmalar go6zlenir. Nitroseliiloz
membranla karsilastirildiginda, PVDF
membranlar yiliksek hidrofobik yapiya sahip
olduklar1 i¢in iglem 6ncesi metanol ya da etanol
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ile nemlendirilmelidir ve onlarin herhangi bir
stirfaktan1 yoktur. Son zamanlarda, non-spesifik
baglanmalar1 azaltmak i¢in diisiik otofloresans
membranlar kullanilmaktadir (Martinez-Flores
vd., 2017).

Elektroforez  gergeklestirilmeden  Once,
ornekler yiikleme tamponu (loading buffer)
olarak bilinen (bu tampon herhangi bir
sizintidan kag¢inmak ve kuyucuklara ornekleri
yliklemeye olanak saglamak icin Orneklere
agirlik, yogunluk ve renk saglamayi amaglar)
bir tamponda 70-95 °C arast bir sicaklikta
isitilir. Bu tampon 6.8 pH’da 62.5 mM Tris-
HCI, 2% SDS, 10% gliserol, 100 mM
dithiothreitol (DTT) ve 9%0.01 bromofenol
mavisi igerir. Bu igerikler arasinda, DTT ve
betamerkaptoetanol disiilfit baglarim1  kiran,
indirgeyici ajanlardir. Ote yandan, SDS; primer
yapiya sahip proteinlerin denatiirasyonunu
saglar ve onlar1 negatif yiikle kaplar, boylece
proteinlerin molekiil agirligmma goére ayrilmasi
miimkiin hale gelir. Buna ek olarak, indirgeme
ve denatiirasyon, antikorun birlesme bolgesine
ulagmasima izin verir. Jelde, diisiik molekiil
agirligi (MW)’na sahip proteinler, dibe goc eder
ve daha yiiksek molekiil agirligina sahip olanlar
yukarda kalir (Martinez-Flores vd., 2017).
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Sekil 3. Elektroforetik Transfer Sandivigi

Elektroforetik transfar

WB “stacking (istifleme)” ve ‘“‘seperating
(ayrigtirict)” denilen iki farkli agoroz jel tipi
kullanilir. Ust kistmda bulunan istifleme jeli
biraz asidiktir (pH 6.8) ve proteinin zayif
sekilde ayrildig1r ince, ancak keskin bantlarin
olugmasina olanak saglayan gozenekli bu jel
diisiik akrilamid konsantrasyonuna sahiptir.
Ayristirict ya da “resolving” denilen alt kisimda
yer alan jel ise esastir (pH 8.8) ve jelin
gozeneklerini darlagtiran poliakramidin daha
yuksek konsantrasyonuna sahiptir. Daha kiigiik
proteinler, daha biiyiik proteinlerden daha kolay
ve hizli bir sekilde tasindigi igin, protein bu
jelde boyutlar1 vasitasiyla daha ¢ok ayrilir. Jel
tizerine yliklendiginde proteinler negatif yiike
sahiptir ¢iinkii 1sitilarak denatiire edilirler ve
voltaj uygulandig1 zaman pozitif elektrota dogru
hareket edeceklerdir. Bu teknikte jel, protokol
boliimiinde agiklanan soliisyonlar kullanilarak
iki cam ya da plastik plaka arasina dokiilerek
hazirlanir. Numuneler ve bir marker her bir
kuyucuga yiiklenir ve bos kuyucuklar numune
tamponuyla yiiklenir. Daha sonra jel tanki gii¢
kaynagina baglanir ve c¢alistirnllir. Protein
karisiminin  ayrilmasindan sonra membrana
transfer edilir. Transfer jelin yiizeyine dik bir
elektrik alan kullanilarak yapilir; bu da
proteinlerin ~ jelin  disgina  ¢ikmasma  ve
membranin {lizerine ge¢mesine neden olur.
Transferin bu tipine “elektroforetik transfer”
denir. Bunun igin Siinger-Filtre kagidi-Jel-
Membran-Filtre kagidi-Siinger sandvigi
olusturulur ve transfer aparatina yerlestirilir
(Sekil 3, 4) (Mahmood & Yang, 2012).

| Transfor membram
Filtre kaz:id:

simgzerier

| = transferin yonia

Sekil 4. Elektroforetik Transfer

elektrotlar |




Blokaj ve antikor inkiibasyonu

Blokaj, membranla antikorlar arasindaki
nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek igin
uygulanir. Blokaj, dilue protein ¢ozeltisi iginde
(BSA-Bovin Serum Albumin veya Yagsiz Siit
tozu-TBST karisimi) oda sicakliginda bir saat

calkalayicida  bekletilerek  gerceklestirilir.
Yagsiz  Siit tozu-TBST  soliisyonundaki
proteinler membran iizerinde, hedef proteinin
bulunmadigr tim bolgeyi kaplar. Bdylece

kullanacagimiz primer antikorlarin sadece hedef
proteinlere baglanmalari saglanir. Baglanmayan
primer antikor yikanarak uzaklastirildiktan
sonra, konjuge enzim ya da boya iceren
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sekonder antikor ile inkiibasyona birakilir.
Primer antikora bagli sekonder antikor
kompleksi olusur (Mahmood & Yang, 2012).
Primer antikorun elde edilecegi tiir, O6rnek
tirden farkli olmalidir. Bu, sekonder anti-
immiinoglobulin  antikorunun  numunedeki
endojen immiinoglobulinlerle capraz
reaktivasyonunu 6nlemek igindir. Ornegin, bir
fare proteini iizerinde calisilacaksa, fare
disindaki bir tlirden elde edilmis bir birincil
antikor secilmelidir. Tavsanda olusturulan
primer antikor ve anti-tavsan sekonder antikoru
uygun bir se¢im olacaktir. Ikincil antikorlar,
kullandiginiz ~ birincil ~ antikorun  konakg1
tiirlerine kars1 olmalidir (Anonim, 2020b).

Western Blot’ta belirleme

Enzimle igaretlenmis
(konjugat) ikincil antilcor

@~

Birincil antikor

Sinyali belirleme (kolorimetrik
va da kemiliminesans)

-

Enzim subsrati

AN

'| Hedef protein

Altarilan proteinleri igeren membran

Sekil 5. Western Blot’ta hedef proteinin belirlenmesi

Proteinlerin immiinodetectionu
Kemiliiminesans immiinodetection

Kemiliiminesans tarafindan yapilan
immiinodetection, 1sildayan bir  bilesikle
(luminol) reaksiyonu sonucunda 151k bigiminde
enerji yayabilen, peroksidaz ya da fosfotaz
enzimleri kullanir. Bu sekilde antijen-antikor
baglanmasinin belirlenmesine olanak saglanmig
olur. Isik reaksiyonu otoradyografik filmde
gelistirilir ve son zamanlarda protein ilgisini
belirlemek i¢in dijital kamera ile dijital olarak
yakalamak i¢in kullanilmaktadir (Sekil 5)
(Martinez-Flores vd., 2017).

Floresans ile immiinoalgilama

Bu metotta ikincil antikorlar bir floresan marker
veya floroforla birlesir ve dogrusal bir algilama
sinyali  olustururlar, uyarildiklarinda 151k

yayarlar. Farkli dalga boylarmin filtrelerine
sahip bir dijital kamera, yayilan 15181 belirler.
Kemiliiminesans  tarafindan ortaya c¢ikan
goriintiilere  benzerdir ve ortaya ¢ikan
gorlintiiler ayn1 prensiple analiz edilir. Fakat
kemiliiminesans immiino algilama metodunun
aksine, sonu¢ sinyalin stabilitesinden dolay1
niceldir (Martinez-Flores vd., 2017).

ViIROLOJiK CALISMALARDA
WESTERN BLOT’IN KULLANIMI

Antiserumlarin antijen spesifikliginin
belirlenmesine izin verebilecek bir teknige
duyulan ihtiyag, 1970’lerin sonuna dogru WB
tekniginin kesfine yol acmistir (MacPhee,
2010). Bu metotla etkene ait proteinlerin bir
membrana baglanmadan once bir jel lizerinde
ayrildigr icin spesifik proteinlere karsi antikor

N



Western Blot

yanitt  degerlendirilebilmektedir. Boylelikle,
diger testlerin sonuglarin1 dogrulamay: saglar.
WB, bireysel patojen proteinlerine karsi antikor
tespit ettiginden, diger analizlerden daha
spesifiktir.  Boylelikle antikorun  spesifik
olmayan proteinlerlerle, yanlis pozitif sonuglar
vermesindende kacinilir (Kennedy vd., 2005).
WB, virusa spesifik antikor yanitini tespit
etmek i¢in yapilan lentivirus, herpesvirus,
coronavirus poxvirus ve adenovirus gibi birgok
farkli virus familyasiyla yapilan c¢alismalarda
kullanilmistir (Whetstone vd., 1991; Martins
vd., 2001; Woo vd., 2004; Goldberg vd., 2008;
Livd., 2011).

Streckert vd. (1986) yaptiklar1 bir ¢aligmada;
tavsanlarin  SV40 virusunun VP2 ve VP3
proteinlerinin  karboksi-terminal ~ bdlgesine
tekabiill eden Arg-Asn-Arg-Ser-Ser-Arg-Ser
dizisinin sentetik bir heptapeptid asis1 ile
astladiklarin1  bildirmislerdir. ~ Sentezlenen
antikorlar, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) ve WB analizinde viral
proteinleri tanimistir. Antipeptid antikorlarmin
spesifitesinin  normal antikorlardan yiiksek
oldugu protein  elektroblot analizi ve
karsilastirma testleri ile ortaya koymuslardir.
Antikorlarin immiinofloresans testi ile enfekte
hiicrelerdeki VP2 ve VP3’i tanidigimi fakat
virionlar ile hicbir etkilesim gozlenmedigini
bildirmislerdir.

Schaller vd. (1999) yaptiklar1 bir ¢aligsmada;
sigir ve koyun hastaliklarina 6zgii, proteaza
direngli prion proteini (PrPSc) tespit etmek i¢in
Prionics Western Blotting (PWB) prosediiriiniin
hassasiyetini, Ozgilliginii ve giivenilirligini
test eden birkag bagimsiz  galismanin
sonuglarini  bildirmislerdir. PWB teknigi ile
BSE ile enfekte sigirlarin, klinik olarak normal
hayvanlardan ya da BSE ile iliskili olmayan
norolojik hastalikli sigirlardan ayrimi ile ortaya
konulmustur. Genel olarak, bu teknigin ¢ok
yliksek duyarliliga, 6zgiilliige ve giivenilirlige
sahip oldugu ifade edilmistir. Dogru bir teshis
icin, hayvanlarin beyin bdlgesinin dogru
orneklenmesinin ve protein ekstraksiyonu igin
kullanilan yontemin ne kadar 6énemli bir faktor
oldugu acikca ortaya konulmustur. Arastiricilar
bu sonuglarla, hizli bir teshis araci olarak

subklinik  hayvanlar1  tanimlanmada PWB
prosediiriiniin giivenilir oldugunu
belirtmislerdir.

Sosnovtsev ve Green, (2000) yaptiklar
calismada; Kedi calicivirus (FCV) virionlarinda
molekiil kiitlesi 8.5 ve 15.5 kDa olan iki kii¢iik
protein tespit etmiglerdir. Sekans analizi
sonucunda 8.5 kDa proteininin N-terminal
dizisinin, FCV genomunun open reading frame

3 (ORF3) tarafindan kodlandigini
gostermiglerdir. 15.5 kDa proteininin  N-
terminal  dizisinin ise FCV  ORFl
poliproteininin  961-980 amino  asitlerine

karsihik geldigini ve calicivirus VPg (viral
protein genome-linked)’nin genomik konumuna
eslendigini belirtmislerdir. WB analizlerinde,
VPg’nin N-terminal ucundaki 20 aminoasite
veya ORF3’¢ karst olusan antikorlarin,
saflastirilmis FCV virionlarinda ve FCV ile
enfekte hiicrelerde mevcut olan proteinlerle
reaksiyona girdigini belirlemislerdir. Virion
proteinlerine dahil edilen radyoaktivitenin
karsilagtirmali bir analizinin, ORF3 proteininin
muhtemelen virion basmma bir ya da iki
kopyasinin oldugunu belirtmislerdir.
Virionlarda  bulunan ORF3 proteinin
hareketliliginin, FCV ile enfekte olmus
hiicrelerde bulunan veya bakteriler kullanilarak
eksprese edilen ORF3 proteininin
hareketliligine  benzedigi ifade edilmistir.
Bakteriyel ekpresyon sisteminde eksprese
edilerek elde edilen saflastirllmis ORF3
proteininin direkt N- ve C- terminal sekans
analizi; bozulmamis, ac¢ilmamis terminallerin
varligin1 gostermistir ve buda; SDS-PAGE’de
hesaplanan ve goriintiilenen kiitleler arasindaki
farkin, proteinin proteolitik islenmesinden
kaynaklanmadigin1  akla  getirdigini  ifade
etmislerdir.

Minafra vd. (2000) yaptiklar1 bir ¢aligmada;
Kaliforniya Grapevine rupestris stempitting-
associated virus (GRSPaV) izolatinin tiim
genom sekans analizine dayali olarak, uygun
primerlerle GRSPaV’in “coat protein” genini
amplifiye etmislerdir. Tavsanlardan antiserum
elde etmek i¢in Escherichia coli’de eksprese
edilen rekombinant GRSPaV coat protein’ini
antijen kaynagi olarak kullanmiglardir. Dot
immunobinding veya WB yodntemiyle enfekte
asma yaprak ekstratlarinda tespit edilen virus
ceket proteinini ile basarili bir sekilde antiserum
elde edilmistir. Antiserum titresini WB’la
1:5.000 olarak tespit etmiglerdir.




Liu vd. (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada;
klonlanmig circovirus DNA’s1 ile bir domuz
retina hiicre hattinin (VIDO R1)
transfeksiyonundan sonra, enfeksiyoz domuz
sircovirus tip 2 (PCV2)’yi iiretmislerdir.
Enfeksiyondan sonraki 24 saatte open reading
frame 2 (ORF2) geni, ORF2 spesifik poliklonal
antikor kullanarak WB ile belirlenmis ve
enfeksiyon boyunca giderek artmistir. Dahasi,
ORF?2 proteini saflagtirilmig PCV2 virusunda da
tespit edilmistir; bu, ORF2’nin PCV2 viral
kapsidinin yapisal bir bileseni oldugunu kanitlar
seklinde ifade etmislerdir.

He vd. (2004) calismalarinda; siddetli akut
solunum sendromu (SARS) coronavirus
enfeksiyonu i¢in hizli bir serolojik tanmi kiti
gelistirmeyi  amaglamiglardir. Bu  amagla
kullanilacak  antijenik  bir  determinanti
tanimlamak ve insanlarda SARS coronavirus
enfeksiyonu sirasinda olusan immun yanitt
incelemek icin, niikleokapsid geninin tam
uzunlugunu  ve  kesilmis altt  pargasini
klonlayarak eksprese ettiklerini belirtmislerdir.
Daha sonra bolgeleri glutatyon S-transferaz
etiketli ~ rekombinant  proteinler  olarak
saflagtirmiglardir. 33 SARS coronavirus pozitif
serum, 66 negatif serum ve diger hayvan
coronaviruslarina karsi olusan antikorlar igeren
bir antikor paneline karst bu rekombinant
proteinlerin reaktivasyonunu incelemislerdir.
SARS coronavirusuna karsi antikorlar1 tespit
edebilen giiclii bir niikleokapsid proteininin
(N195) C-terminalinden ayrilmis bir amino asit
parcast belirlediklerini bildirmislerdir. N195
proteini  ve tavuk, domuz ve kopek
coronaviruslarma  karst  olusan antikorlar
arasinda, capraz reaksiyon bulunmadigini ifade
etmislerdir. SARS coronavirusuna karst olusan
antikorlar1 tespit etmek i¢cin N195 proteini
kullanarak gelistirdikleri bu WB teknigi ile 274
numune inceleyen arastiricilar, bu testin
spesifitesini ve sensivitesini sirasiyla %98,3 ve
%90,9 olarak ifade etmislerdir. Sonu¢ olarak
N195 proteininin, WB’ta antijen olarak uygun
bir protein oldugu ve SARS coronavirus
enfeksiyonunun  saptanmast  i¢in  diger
muhtemel  testlerde de  kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Thiry vd. (2017) yaptiklart bir ¢alismada;
Hepatitis E Virus (HEV) unun serolojik analizi
icin 383 yaban domuzu, 189 alageyik ve 235
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karaca serumu toplamislardir. Alageyik’te %1
ve karacada %3 ve yaban domuzunda %34’liikk
bir seroprevalans bulmuslardir. ELISA tarama
prevalansini degerlendirmek i¢in, WB analizleri
yapilmis ve WB’a gore degisen ELISA
spesifiteleri analiz etmislerdir. Alici ¢alisma
karakteristigi Receiver Operating Characteristic
(ROC), egrisine sahip olan ve referans test
olarak kabul edilen WB testini, ELISA’nin CO
noktasint (optimum kesimi) arastirmak igin
kullanmislardir. Degisen ELISA spesifiteleri,
WB’ye gore, yaban domuzunda HEV
seroprevalansini analiz etmek i¢in
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda, yaban
domuzunda, 69 serumdan 4’ii HEV RNA’s1 i¢in
pozitif olarak tespit edilmis ve bu sebeple yaban
domuzunun, virusun konakg¢i rezervuari olarak
diisiiniilebilecegini ifade etmiglerdir.

Hassan vd. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada;
Si1gir adenovirusu tip 3 (BAdV-3) El bolgesinin
dizi analizi, diger AdV’lerde gézlenmeyen yeni
bir 155R ORF varligmi ortaya koymuslardir.
BAdV-3 ile enfekte olmus hiicrelerdeki 155R
gen lrilinleri; sekanslama ve 155R spesifik
antikor kullanarak yapilan WB analizleri
ardindan Northern blot ve reverse transkriptaz
PCR ile identifiye edilmistir. 155R nin, ge¢ bir
protein gibi goriindigiinii ve saflastirilmis
BAdV-3 partikiillerinde mevcut oldugunu
bildirmiglerdir. 155R ORF’da bir (BAdV /
155R / mtl) ya da iki (BAdV / 155R / mt2) stop
kodonuna sahip BAdV mutantlarinin ¢ogalma
kinetigi, BAdV-3’linkiyle Kkarsilastirildiginda
155R’nin hiicre kiiltiiriinde viriis replikasyonu
icin gerekli olmadigini belirtmislerdir.

Siedler vd. (2017) ¢alismasinda, BoHV-1 ve
BoHV-5’de yiiksek oranda korunmus bolgeler
iceren gE’nin, bir kodon optimize sentetik
dizisini, Pichia pastoris’te eksprese etmislerdir.
Ekspresyondan sonra, rekombinant gE (rgE)

salgilanmigtir ve kiiltiir ortamindan
saflagtirmiglardir. rgE’yi, BoHV-1 velveya
BoHV-5 ile dogal olarak enfekte olan

sigirlardan ya da deneysel olarak vahsi tip
BoHV-5 ile enfekte edilmis sigirlardan alinan
serumlar1 kullanarak WB ile arastirmiglardir.
BoHV-5 gl/ gE/US9 marker asisi ile asilanmis
sigirdan toplanan serumun, rgE’yi
tantyamadigimi  bildirmislerdir. P.pastoris’te,
rgE’nin ekspresyonu ile ¢ok miktarda rgE
tiretimine olanak saglandig1 da bildirmislerdir.

MENL—
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Boylelikle asilanmis ya da dogal olarak enfekte
olmus sigirlarin birbirlerinden ayirt edilmesinde
kullanilacak olan immunotestlerde, rgE’nin
ekspresyonun kullanilmasinin uygun oldugunu
ifade etmislerdir.

Hemmatzadeh ve Kazemimanesh, (2017)
yaptiklar1 bir ¢calismada, dokuz adet Newcastle
disease virus (NDV) ile enfekte numuneyi.
embriyolu tavuk yumurtalarinda c¢ogalttiktan
sonra konsantre etmisler ve ultra- santrifiij

islemi ile saflastirmislardir. Daha sonra
numuneleri, spesifik antikorlar1 kullanarak
%12,5 SDS-PAGE ve Western blotlama

islemine tabi tutmuslardir. SDS-PAGE’de tiim
velojenik ve as1t suslari ayni elektroforetik
modeli gostermislerdir. Tespit edilen bantlarin
15, 38, 46, 48, 53, 55, 68, 74 ve 220 kDa
agirliginda proteinler oldugunu bildirmislerdir.
WB analizinde mono-spesifik antikorlar, 15, 38,
48, 55, 74, 220 kDa’luk wviral proteinlere
spesifik olarak ve 53 kDa’lik viral proteine ise
non-spesifik  olarak  reaksiyona  girmistir.
Sonugta, spesifik anti-NDV  antikorlarinin
hemagliitinin-néraminidaz ~ ve fiizyon gibi
glikoproteinlerinlerle spesifik olarak reaksiyona
girdigini, ancak niikleoprotein ve matriks
protein gibi internal proteinlerine  tepki
vermedigini ifade etmislerdir.

Jayme ve Field, (2015) yaptiklart bir
calismada, toplamda 21 tiir olmak tiizere 464
yarasadan  orofarengeal swap  numunesi
toplamislardir. Domuzlarin Reston Ebolavirus
(REST)’unu serolojik ve virolojik yodnden
incelemislerdir. WB ile anti-RESTV
antikorlarini ii¢ yarasada tespit etmislerdir.

Melo vd. (2020) yaptiklart bir calismada,
SARS-CoV-2’nin MERS-CoV, SARS-CoV-1,
insan parainfluenza viriisii 3 (HPIV3), solunum
sinsityal virlisi (RSV) gibi diger solunum
viriisleri ile transkripsiyonel yanitini
karsilastirmak icin, enfekte olmus hiicrelerden
poli (A) RNA toplamislar ve viral yiikii tahmin
etmek i¢cin RNA sekanslama (RNA-seq)
gerceklestirmislerdir. Bazi hiicrelerde diistik
enfeksiyon oraninin goriilmesinin viral reseptor
olan ACE2’nin diisik ekspresyonunun bir
sonucu oldugunu varsaymislardir. Daha sonra
yaptiklart WB analizlerinin RNA-seq verilerini
dogruladigimi ve SARS-CoV-2 niikleokapsid
(N) ekspresyonunun sadece ACE2’ye sahip
hiicrelerde gerceklestigini ifade etmislerdir.

SONUC

Western Blot, temel arastirmalarda ve bir¢ok
klinik vakay1 dogrulamak i¢in kullanilan 6nemli
bir tekniktir. WB diger birgok immiinolojik
laboratuvar tekniklerinde elde edilemeyecek
kadar degerli bilgiler kazanilmasini saglar. Jel
elektroforez asamasinda proteinler agirliklarina
gore ayrildigindan  ve  spesifik  olarak
yonlendirilmis bir antikor tarafindan tespit
edildiginden, prosediir esas olarak bir hedef
proteinin kimligini dogrulamak {izerine calisir.
Spesifik  bir  proteinin  varliint  hem
blyiikliigline gore hem de bir antikorun
baglanmasit  yoluyla agikca  gdsterebilme
yetenegi  sayesinde,  hiicrelerde  protein
ekspresyon seviyeleri degerlendirilebilir ve
protein saflastirma sirasinda  fraksiyonlari
izlenebilir. Benzer sekilde, bir hedef proteinin
cesitli dokulardan ekspresyonlarini
karsilastirmada veya Dbelirli bir proteinin
hastaliga veya ila¢ tedavisine nasil tepki
verdigini belirlemede 6nemli bir tekniktir. WB,
hem arastirma hem de testlerin sonuclarin

dogrulanmasini saglar. Gelecekteki
calismalarda, WB antikor dizilerinden elde
edilen sonuglarin  dogrulanmasinda deger

tagimaya ve proteomik arastirmalarda kullanima
uygun hale getirmeye devam edecegi ileri
stiriilebilir.

TESEKKUR / ACIKLAMALAR

Cikar catismasi: Yazarlar, bu makale i¢in
gercek, potansiyel veya algilanan bir ¢ikar
catismasi olmadigini beyan etmektedirler.
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