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OZET: Zylexis inaktif paropoxvirus ovis iceren non spesifik paraimmun aktivatérii olup son yillarda gesitli infeksiydz hastaliklara karsi
koruyucu olarak kullaniimaktadir. Nitrik oksit (NO), reaktif oksijen tirleri ve sialik asitler yangi ve bagisikligin regiilasyonunda 6nemli
rollere sahip mediatorlerdir. Bu galismada Zylexis uygulamasinin buzagilarda kan glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), nitrik oksit
(NO), toplam ve lipit bagh sialik asit (TSA, LSA) seviyeleri lizerine etkileri arastiriimistir. Bu amagla 12 adet 6-8 aylik Montafon irki
buzagidan baslangigta (0. glin) kan 6rnekleri alindiktan sonra 1, 3 ve 5 guinlerde intramuskdler olarak 2 ml Zylexis uygulandi. Son
uygulamadan sonraki 1, 3 ve 5. giinlerde kan érnekleri alinarak biyokimyasal analizler yapild. ilag uygulamasindan énceki érneklerle
(0. giin) karsilastirildiginda Zylexis uygulamasi ile buzagilarda kan MDA duzeyi 1 ve 3. glinlerde yikselirken, GSH seviyelerinin 1, 3 ve
5. glinlerde distugu tespit edildi. NO diizeylerinin tim giinlerde anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edildi. Total sialik asit seviyeleri
1. glinde azalirken 3 ve 5. giinlerde Zylexis uygulamasi 6ncesine gore bir fark bulunamadi. Buna karsin, lipit bagl sialik asit seviyesi 1
ve 3. giinlerde degismezken 5. glinde yiikseldigi gozlendi. Sonug olarak, Zylexis'in oksidatif stres ile ilgili kan parametrelerinde
MDA'da yukselise yol agarak lipit peroksidasyonuna ve GSH seviyesinde disuse yol agarak antioksidan seviyesinde azalmaya yol
actig tespit edilmistir. Ayni zamanda, nitrik oksit ve sialik asit dlizeylerinde degisiklikler tespit edilmis olup, bu degisimlerin Zylexis'in
immun cevap Uzerindeki etkileri ile olan baglantilarinin daha detayli galismalar ile ortaya konabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar sozciikler: Zylexis, Glutatyon, Nitrik oksit, Sialik asit, malondialdehit

Effect of Inmunomodulator Zylexis on Blood Glutathione, Malondialdehyde, Nitric Oxide, Total
and Lipid Bound Sialic Acids Levels in Calves

ABSTRACT: Zylexis is a paraimmunity activator containing inactive paropoxvirus ovis which has been utilised as a protective against
variety of infectious diseases. Nitric oxide (NO), reactive oxygen species and sialic acids are mediators playing important roles in
inflammation and the regulation of immune response. In this study, effects of Zylexis administration on blood glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), total and lipid-bound sialic acid (TSA, LSA) levels were investigated in calves. For this
purpose, 12 Brown Swiss breed calves at 6-8 months of age were used. Prior to the drug administration (on day 0), blood samples
were collected, and then Zylexis (2 ml) was applied intramuscularly to the each calve on days 1, 3 and 5. Blood samples were also
collected on days 1, 3 and 5 for biochemical analysis. In comparison to day zero samples, Zylexis increased the blood MDA levels on
days 1 and 3, while GSH level was decreased on days 1, 3 and 5. NO concentration was significantly increased following Zylexis
treatment on all days as compared to those of day zero samples. TSA levels decreased on day 1, while no difference was found on
day 3 and 5, as compared to day zero. Moreover, LSA levels remained unchanged on days 1 and 3, while there was an increase on
day 5 following Zylexis treatment. In conclusion, Zylexis could alter oxidative stress parameters leading to lipid peroxidation by
increasing MDA and reduction of antioxidant status by decreasing GSH levels. Moreover, NO and sialic acid levels in the blood were
also changed after drug administration. Considering the possible relationships with immune response, alterations in these
parameters require further investigations.
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GIRi$

immunomodiilatérler bagisikhk sistemini
etkileyerek bu sistem lzerinde uyarici veya baskilayici
etki gosteren veya immun sistem Uzerinde regiile
edici Ozelliklere sahip maddelerdir (Blecha, 1988).
Pratikde immunomodadlatérler immun sistemi uyaran
anlamli  olarak

immunstimulan  terimi ile es

kullaniimaktadir. Gunimizde non spesifik
immunomodulatorler basta kanser tedavisi olmak
Uzere degisik hastaliklara kargl koruyucu ve sagaltim
amaciyla kullanilan farkli orijinden bilesikler olup
olabilir
(Blecha, 1988; Gokge ve ark., 1997). Zylexis inaktive

paropoxvirus ovis (iPPVO) iceren mikrobiyel kaynakli

mikrobiyal, sentetik ve endojen kaynakh

nonspesifik  immunomodilatér  olup  6zellikle
infeksiyoz viral hastaliklara karsi dogal bagisikhigi (non-
spesifik, innate bagisiklik) stimile eden gigli bir
immunostimulandir. iPPVO, farelerde herpes simplex
ve hepatitis B virusuna karsi sitokin (IFN-g, IL-12p40,
IL-18 and TNF-a) indiksiyonunu aktive ederek bu
virUslere karsi duyarhhgi azalttigi bildirilmistir (Weber
ve ark., 2003). Ayrica insan immun hicrelerinde T
hicreleri ve NK hiicrelerinden proinflamator ve
antiinflamator sitokin salinimi Uzerine etkili oldugu
dolayisi ile immunostimulan etkileri yaninda
inflamasyon ve immun cevap (zerinde regilator
olarak da etkili oldugu rapor edilmistir (Friebe ve ark.,
2004). in vitro deneylerde, iPPVO

hicrelerini aktive ederek monosit ve notrofillerin

canine fagosit

Listeria monocytogenes’e karsi fagositoz oranini ve

canine fagositik hiicrelerde (notrofil ve

monositlerinde) oksidatif patlama olarak bilinen
reaktif artirdig
bildirilmistir (Schutze ve ark., 2009). Nitrik oksit (NO)

ve reaktif oksijen tirleri (ROT) yangi ve bagisikligin

oksijen  tirlerinin  olusumunu

reglilasyonunda anahtar role sahiptir. Nitrik oksitin
immun sistem (zerindeki etkileri tam olarak acikliga
kavusturulamamis ise de yapilan ¢alismalarda lenfosit,
eosinofil, monosit ve diger hiicrelerde bir ¢ok sitokin
ekspresyonunu lenfosit

tipinin inhibe ettigi ve
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c¢ogalmasinda rol aldigi bildirilmistir (Guzik ve ark.,
2003). NO ve ROT’ a ek olarak, sialik asitler hiicre
yuzeyindeki glikolipit ve glikoproteinlerin glikan
asidik

monosakkaritlerdir (Varki ve Varki, 2007). Bu yapilarin

zinzirlerine bagl olarak bulunan

fizyolojik ve patolojik olaylarin yanisira immun cevabin

regulasyonunda 6énemli rolleri oldugu gosterilmistir.

Bunlar arasinda infeksiydz hastaliklara yol agan
mikroplarin hiicreye  baglanmasinda, immun
htcrelerin aktivasyonunda, hicreler arasl

haberlesmede ve hiicre tanimlanmasinda rol aldig
bildirilmektedir (Varki, 2008).

Bu calismada, inaktive paropoxvirus ovis iceren
immun  stimulator
takiben farkh

alinan kan orneklerinde lipit peroksidasyonu, total ve

mikrobiyal kokenli Zylexis'in

buzagilara uygulanmasini gunlerde
lipit bagh sialik asit dizeyleri, GSH ve nitrik oksit

konsantrasyonlarindaki degisiklikler arastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada 12 adet 6-8 aylik Montafon tiri
buzagi hayvan materyali olarak kullanildi. Uygulama
Oncesi (0. gin) tim buzagillardan kan o6rnekleri
antikoagulansiz standart bos tiplerde toplandi. Daha
sonra inaktive paropoxvirus ovis D1701 susu iceren
Zylexis (Pfizer, istanbul) 1, 3 ve 5. giinlerde hayvan
basina standart uygulama olan 2 ml sulandiriimis
soltisyonu seklinde uygulandi. Son uygulamayi takiben
1, 3 ve 5. gilinlerde yine kan oOrnekleri standart bos
tlplere toplanarak oda isisinda 3000x g de 10 dakika
santrifij edilerek serumlari elde edildi. Elde edilen
serumlar -25 °C’ de analiz edilene kadar saklandi.
Serum TSA ve LSA dizeyleri sirasiyla (Sydow, 1985) ile
(Katopodis ve Stock, 1980)‘un bildirdigi metoda gore
MDA
konsantrasyonlari ve tam kan GSH dizeyleri sirasiyla
Yoshoika ve Kawada (1979) ile (Beutler ve ark., 1963)

bildirdigi metotlara goére spektrofotometrik olarak

kolorimetrik  olarak  olculdi. Serum

Olgtldu. Yine serum NO dizeyleri ise (Miranda ve
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ark., 2001) metoduna goére mikroplayt okuyucuda

tespit edildi. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS
Windows 10.0 paket programi  kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir parametre, analysis of

repeated measures metodu ile test edildikten sonra
post-hoc testler (glinler arasi karsilastirmalar, pairwise
comparisons) Bonferoni diizeltmesi kullanilmis paired

samples t-testi ile yapildi.

BULGULAR

Buzagilardan alinan kan o&rneklerinde Zylexis
uygulamasi oncesi (0. giin) ve uygulamayi takiben 1, 3
ve 5. giinlerde olusan biyokimyasal degisikler Tablo 1

gosterilmistir.  Serum MDA konsantrasyonlarinda

Zylexis uygulamasi ile buzagilarda 1 ve 3. giinlerde
artis gozlenirken 5. giinde alinan o6rneklerde ilag
giin) bir fark

bulunamadi. Kan GSH seviyeleri 1, 3, ve 5. glinlerde

uygulamasi  6ncesine (0. gore
ilag uygulamasi 6ncesine goére anlamli bir disus
gosterdi bu dists 1. giinde en yiksek seviyede tespit
edilirken dusids 3 ve 5. giinlere dogru tedrici bir
azalma gosterdi. Serum NO konsantrasyonlari ilag
uygulamasini takiben 1, 3 ve 5. glinlerde anlamli bir
sekilde yulkselis gosterdi. Bu ylkselis 1. ginde en
belirgin olarak saptandi. Total kan sialik asit seviyeleri
1. glinde ila¢ uygulamasi dncesine gore azalirken 3 ve
5. glinlerde bir fark bulunamadi. Fakat lipit bagl sialik
asit seviyesi 1 ve 3. ginlerde degismezken 5. giinde

yuksek olarak tespit edildi.

Tablo 1. Zylexis'in kan glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), toplam ve lipit bagh sialik asit (TSA,

LSA) seviyelerine etkileri.

Table 1. Effects of Zylexis on blood glutathione (GSH), malondieldehyde (MDA), nitric oxide (NO), total and lipid

bound sialic acids (TSA, LSA) levels.

Parametre 0.giin 1.giin 3.glin 5.glin
MDA pmol/L 5.36+0.13° 7.31+0.09° 6.400.13" 5.68+0.10°
GSH mg/dL 70.11+0.61° 51.64+0.63° 62.62+1.35° 65.31+0.73"
NO umol/L 7.98+0.22° 13.72+0.24° 12.1740.22° 9.36+0.16°
TSA mg/dL 48.68+1.05° 41.45+1.81° 45.41+1.67 45.87+1.87*
LSA mg/dL 10.08+0.44° 12.85+1.00™ 14.13+1.44% 14.46+0.85°

Ayni sira igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farkhdir, (p<0.05).
Values with different letters within the same row indicates significant differences (p<0.05).

TARTISMA

Zylexis immun sistemi uyararak ozellikle
enfeksiydz hastaliklara  karsi  koruyucu olarak
kullanilan ve inaktive parapoxvirus ovis iceren

mikrobiyolojik kékenli bir paraimmunite aktivatoridir
(Schutze ve ark., 2010). Nitrik oksit ve reaktif oksijen
tdrlerinin yangi ve immun cevap (zerinde farkh
modiile edici etkileri bilinmektedir. NO bu sistem
Gzerinde baslica hiicresel proliferasyon ve biliyime
Uzerine etkili genlerin inhibisyonuna yol agmaktadir.

Ayrica NO, anti-apoptotik etkiye ve 6zellikle yardimci
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T hicrelerine (Th) ve sitokin salinimi (lzerine ve
dolayisi ile humoral ve alerjik cevap Uzerine etkili
2003).
takiben

oldugu bildirilmistir  (Guzik ve ark.,

Calismamizda Zylexis uygulamasini
buzagilarda serum NO dizeyleri anlamli bir sekilde

yukseldigi bu yikselisin zaman ilerledikce azaldig

tespit edilmistir. Weber ve ark. (2003) iPPVO
virisiiniin oto regulator bir bicimde sitokin Gretimini
indiikledigi bu sekilde IL-2, IL-18 ve IFN-y
ekspresyonunu 06nce stimiile edip daha sonra
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baskiladigini gostermislerdir. Buna paralel olarak,
yapilan galismalarda NO’in Th1l hiicre Gremesini ve IL-
2 ve IFN-y Uretimini
(Sternberg ve Mabbott, 1996). NO vyaninda, ROT

ozellikle fagositik hiicrelerde (I6kositler, monositler ve

baskiladig rapor edilmistir

makrofajlar) fagositoz sirasinda patojenlerin yok

edilmesinde o6nemli rolleri oldugu bilinmektedir.
Oksidatif patlama olarak tabir edilen bu olay sirasinda
belli miktarda superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali

patojenler yok edilir. Uretilen ROT ayrica yangl

Uretilerek fagositoz ile alinan

mediyatdrlerinin, kemokin ve sitokinlerin
salgilanmasinda ve lenfosit aktivasyonunda da rol alir
(Guzik ve ark., 2003). Calismamizda, Zylexis uygulamasi
ile buzagilarda kan MDA dizeyi yukselirken, GSH

seviyelerinin dustigli tespit edildi. MDA dokularda

yuksek oranda olusan ROT’a bagh olarak lipit
peroksidasyonu sonucunda ortaya cikan ve lipit
peroksidasyonun olgiimiinde kullanilan bir

indikatordir (de Zwart ve ark., 1999). Zylexis verilen
buzagilarda artan MDA seviyeleri Uretilen yiksek
ROT’a
peroksidasyonunu gostermektedir.
Shutze ve ark. (2009; 2010) in vitro olarak iPPVQ’in

canin

miktarli bagh  olarak  olusan lipit

Benzer sekilde,
I6kositlerinde (notrofil ve monositlerde)
oksidatif patlamayi ve bu yolla fagositozu artirdigini
gostermislerdir. MDA seviyesindeki artis uygulanan
paraimmunite aktivitoriindeki antijene karsi akut
yanit seklinde oksidatif strese bagli olarak ortaya
cikmis olabilecegi disiincesini paylasmaktayiz.. Bir
kissm immun cevabin olusumunda pro-oksidant
salgilayan fagositik hiicrelerin 6nemli roli oldugu
bilinmektedir. Fagositik hiicereler ve buna ek olarak B
ve T lenfositler yapilarinda NADPH oxidase gibi enzim
kompleksleri icermekte olup bu enzim kompleksleri
bagisikhk takiben ROT

Uretiminde gérev alirlar. immun cevap olusumun

siteminin  uyariimasini
baslangicinda fagositlerde O, alimi artarak NADPH
oxidase, NADP+' a yiikseltgenir. Bu sirada 2 elektron

salinarak, O, superoksit radikaline cevrilir. Olusan
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sliperoksit radikali aslinda diger bir dizi ROT lretimini

tetikler. Bagisiklik hiicrelerinin diger gigli pro-
oksidanlari, 6rnegin hidrojen peroksit, hipokloréz asit,
peroksinitrit ve hidroksil iyonu salgiladiklar tespit
edilmistir (Carreras ve ark., 1994; Constantini ve
2009). (2006)

kanatllarda yaptiklari bir ¢alismada immun uyarinin

Moller, Constantini ve Dell’lOmo

reaktif oksijen metabolitlerini artirdigini ve total

antioksidan seviyede disuse vyol acgtigini rapor

etmiglerdir. ROT (retiminin immun cevap (zerinde
olumlu etkileri yaninda yiiksek miktarda olusumu
dokular ve bizzat immun hiicreler Uzerinde hasar
verici etkiye de acabilir.  Bu

yol dengenin

saglanmasinda antioksidan molekillerin devreye
girmesinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Victor ve ark.,
2004; Constantini ve Moller, 2009). GSH antioksidan
bir madde olup canlilar igin ROT kaynakli
bir

mekanizmasidir. Bu yolla olusan fazla miktarda ROT’

lipit
peroksidasyonuna karsi  6nemli savunma
nin eliminasyonu gergeklestirilir (Wu ve ark., 2004).
takiben GSH

seviyesindeki diigis iPPVO kaynakhh ROT Uretimine

Calismamizda Zylexis uygulamasini
bagh olarak olusan oksidatif stresi dengelemek ve

akut kullanima bagh olarak olmus olabilecegi
disiincesini paylasmaktayiz. Oksidatif strese bagli
olarak immun cevap sirasinda GSH seviyesinde
degisiklikler olusabildigi bildiriimektedir (Perricone ve
ark., 2009). Calismamiza paralel sekilde, Abu-El-Saad
ve Abdel-Moneim (2005) iPPVO verilen farelerden
elde edilen makrofajlarda IL-10 miktarini artirirken
antioksidan bir enzim olan sitperoksit dismutaz

enziminin aktivitesini diislirduguni tespit etmislerdir.

Calismamizda, total kan sialik asit seviyeleri 1.
glinde azalirken 3 ve 5. glinlerde Zylexis uygulamasi
Oncesine gore bir fark bulunamadi. Diger taraftan, lipit
bagh sialik asit seviyesi 1 ve 3. giinlerde degismezken
bir sekilde

yukseldigi gozlendi. Sialik asitler hiicre yilizeyinde

5. glnde istatistiksel olarak anlamli
bulunan glikan molekiliiniin terminal pozisyonunda

yer alan 9-karbonlu asidik monosakkaritlerdir (Severi
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ve ark., 2007). Sialik asitler bir¢ok fizyolojik ve

patolojik olaylarda, ornegin patojenik
mikroorganizmalarin baglanmasinda, immun sistemin
reglilasyonunda, malignant kanserlerin ilerlemesi ve
yayllmasinda rol aldigi bildiriimektedir. Sialik asitler,
immun sistem

|6kositler, plateletler

aciga
reseptorleri igin ligant gorevi gorerek patojenlerin

icinde ve

endotelyum tarafindan cikarilan  selektin

taninmasinda ve dogal bagisikligin olusumunda
onemli gorevler alr (Varki ve Varki, 2007; Shauer,
2009). Sialik asitlerin ekspresyonu immun cevap
farkhhklar

gosterebilmektedir. Ornegin B hiicrelerinin gelisimi

olusumunun degisik safhalarinda
sirasinda seker molekiliine a2-6 bagh sialik asitlerin
ekspresyonunun artti§l buna karsin genelde immun
hicrelerin aktivasyonu sirasinda hiicre yilzeyindeki
sialik asitlerin ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir

(Varki, 2008).

Sonug olarak, uygulamayi takiben iPPVO iceren
paraimmunite aktivatoriu Zylexis oksidatif stress ile
ilgili bazi kan parametrelerinde, nitrik oksit ve sialik
yol actigi bu

cevap Uzerinde

asit dizeylerinde degisikliklere

degisikliklerin ~ Zylexis’in immun
bildirilen etkileri ile olan baglantilarinin daha detayl

calismalar ile ortaya konabilecegi distinilmektedir.
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