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1. OZET

Buzagilarda neonatal donemde sekillenen ishaller 6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Bu donemde gerceklesen ishallerin bir¢ok farkli nedeni bulunmakla
birlikle en 6nemli sebepler viral, bakteriyel ve protozoal kdkenli enfeksiyonlardir.

Bu enfeksiyonlarla miicadelede buzagilarin fonksiyonel bir immiin sisteme
sahip olmalar1 hayati énemdedir. Immiin sistem dogal ve kazanilmis immiin
sistem olarak 2 temel baslikta incelenmektedir. Enfeksiyon etkenlerine karsi
immiin cevabin ger¢eklesmesinde ve diizenlenmesinde hem dogal hem de
kazanilmis immiin sistem hiicrelerince sentelenen sitokinler gorev yapmaktadir.
Dolagimdaki sitokin diizeylerinin belirlenmesi ile immiin sistemin fonsiyonlari
hakkinda bir degerlendirme yapilabilmektedir.

Son yillarda, D vitamininin kalsiyum metabolizmasindaki klasik
fonksiyonlarmin disinda hem dogal hem de kazanilmis immiin sistemde c¢ok
onemli rollere sahip oldugu belirlenmistir.

Literatiirde ishalli buzagilarda D vitamini ve sitokinler arasindaki iligkinin
arastirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu calismada, bakteriyel, viral ve
protozoal patojenlere bagli olarak gelisen neonatal buzag ishallerinde D vitamini
ile serum sitokin profili arasindaki iliskinin aragtiritlmasi amaglanmistir.

Calismanin materyali, E. coli (n=8), Rotaviriis (n=8), Koronaviriis (n=8),
C. parvum (n=8) ve Kontrol (n=8) gruplar1 olmak tizere 5 farkl1 gruptan toplam 40
adet buzagidan olusturulmustur. Tiim hayvanlardan alinan kan Grnekleri
kullanilarak, serum  25-hidroksivitamin D (kalsidiyol-25-D) ve 1,25-
dihidroksivitamin D (Kkalsitriyol-1,25-D) diizeyleri sivi kromatografi-kiitle

spektrometresi/kiitle spektrometresi-liquid chromatography-mass spectrometry
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(LC-MS/MS) yontemi, serum sitokin diizeyleri ise ELISA yontemi ile
Olciilmiistiir.

Serum 25-D diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilk gorilmemistir. Serum  1,25-D diizeyinin E. coli ve
Koronaviriis gruplarinda Kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

TNF-o diizeyinin, E. coli grubunda Kontrol grubuna gore farklilik
gostermedigi; Rotaviriis, Koronaviriis ve C. parvum gruplarinda ise daha diisiik
oldugu goriilmiistiir.

IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4 ve IL-17 konsantrasyonlari, E. coli grubunda
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek iken, diger gruplarda 6nemli
diizeyde bir farklilik belirlenmemistir.

IL-5 konsantrasyonu, E. coli grubunda Kontrol grubuna gore artarken, C.
parvum grubunda azalmis, diger gruplarda istatistiksel bir farklilik olmamuistir.

IL-6 konsantrasyonunun, E. coli ve Koronaviriis grubunda Kontrol
grubuna gore onemli bir farklilik gostermedigi ancak Rotaviriis ve C. parvum
gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
belirlenmistir.

IL-10 konsantrasyonu, Rotaviriis grubunda Kontrol grubuna gére dnemli
diizeyde daha diisiik iken diger gruplarda 6nemli bir farklilik bulunmamustir.

IL-12 konsantrasyonu, E. coli, Rotaviriis ve Koronaviriis gruplarinda
Kontrol grubuna gore artarken, C. parvum grubunda &nemli bir degisiklik

olmamustir.
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IL-13 konsantrasyonlari yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik saptanmamustir.

Sonug olarak, buzagi ishallerinde etiyolojik etkenin tliriine gore serum
sitokinleri ile D vitamini diizeylerinin farklilik gosterdigi ve D vitamininin buzagi
ishallerinde immiin yanitin sekillenmesinde katkisinin olabilecegi kanisina

varilmstir.

Anahtar Kelimler: Neonatal Buzagi, Ishal, Sitokin, D Vitamini
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2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN SERUM
CYTOKINE PROFILE AND VITAMIN D IN CALVES WITH NEONATAL
DIARRHEA

Diarrhea in calves in the neonatal period causes significant losses.
Although there are many different causes of diarrhea in this period, the most
important causes are infections of viral, bacterial and protozoal origin.

It is vital for calves to have a functional immune system in the fight
against these infections. The immune system is examined under two main
headings as innate and adaptive immune systems. Cytokines synthesized by both
innate and acquired immune system cells are involved in the development and
regulation of the immune response against infectious agents. Based on the
determination of circulating cytokine levels, an evaluation can be made about the
functions of the immune system.

In recent years, it has been determined that vitamin D has very important
roles in both innate and acquired immune systems apart from its classical
functions in calcium metabolism.

There is no study in the literature investigating the relationship between
vitamin D and cytokines in calves with diarrhea. In this study, it was aimed to
investigate the relationship between vitamin D and serum cytokine profile in
neonatal calf diarrhea caused by bacterial, viral and protozoal pathogens.

The material of the study consisted of totally 40 calves from 5 different
groups; E. coli (n=8), Rotavirus (n=8), Coronavirus (n=8), C. parvum (n=8) and

Control (n=8) groups. Using blood samples taken from all animals, serum vitamin
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D levels were measured by liquid chromatography-mass spectrometry/mass
spectrometry-liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) method,
and serum cytokine levels were measured by ELISA method.

The results of the study revealed that there was no statistically significant
difference between the groups in terms of serum 25-D levels. However, serum
1.25-D level was higher in both E. coli and Coronavirus groups compared to the
control group.

TNF-a level did not differ in the E. coli group compared to the control
group but it was lower in the rotavirus, coronavirus and C. parvum groups.

While the concentrations of IFN-y, IL-1pB, IL-2, IL-4 and IL-17 were
statistically higher in the E. coli group than in the control group, no significant
difference was found in the other groups.

While the IL-5 concentration increased in the E. coli group and decreased
in the C. parvum group compared to the control group, however, there was no
statistical difference in the other groups.

It was determined that IL-6 concentration did not differ significantly in the
E. coli and Coronavirus groups compared to the control group, but it was
statistically lower in the Rotavirus and C. parvum groups compared to the control
group.

While I1L-10 concentration was significantly lower in the Rotavirus group
than in the control group, no significant difference was found in the other groups.

IL-12 concentration increased in E. coli, Rotavirus and Coronavirus
groups compared to the control group while there was no significant change in the

C. parvum group.

XVI



There was no statistically significant difference between the groups in
terms of IL-13 concentrations.

It was concluded that serum cytokines and vitamin D levels differ
according to the type of etiological factor in calf diarrhea and that vitamin D may
contribute to the development of the immune response in calf diarrhea.

Key words: Neonatal Calf, Diarrhea, Cytokine, Vitamin D
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3. GIRIS

Buzagilarda genellikle dogumdan sonraki ilk dort haftalik yasam siiresini
ifade eden neonatal donemde gerceklesen ishaller, gelisen koruyucu hekimlik ve
tedavi uygulamalarina ragmen, Tiirkiye’de ve diinyada c¢cok onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu donemde olusan ishallerin etiyolojisinde hem
enfeksiydoz hem de enfeksiy6z olmayan faktorler yer almakla birlikte, bakteriyel,
viral ve protozoal kokenli enfeksiyon ishalleri oldukga sik goriilmektedir (1).

Viicudu enfeksiyoz ajanlara kars1 korumakla gérevli immiin sistem temel
olarak innate (dogal) ve adaptif (kazanilmis) bagisiklik olarak isimlendirilen ve
birbiri ile siki iligki i¢inde olan iki alt {initeden olusmaktadir. Dogal immiinitenin
ana unsurlart fiziksel bariyerler (deri ve mukozalar gibi), nétrofiller, dentritik
hiicreler (DC), monositler, makrofajlar, natural killer (dogal oldiiriicii, NK)
hiicreler ve akut faz proteinleridir. Kazanilmis immiin sistemin hiicreleri B ve T
lenfositlerdir (2).

Son yillarda, D vitamininin kalsiyum ve kemik metabolizmasinin
diizenlenmesi ile ilgili klasik fonksiyonlarinin disinda immiin sistemde Onemli
rollerinin bulundugunu ortaya koyan ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Genel
olarak D vitamininin dogal immiin yanit1 arttirdigi, kazanilmis immiin yanit1 ise
baskiladig1 kabul edilmektedir (3).

Buzagi ishallerinde immiin yanitin bir gostergesi olarak bazi serum sitokin
diizeylerinin belirlendigi az sayida da olsa galigmalar bulunmaktadir (4- 5). Ayrica
ishalli buzagilarda 25-D diizeyinin arastirildigi bazi ¢alismalar yapilmistir (9).
Ancak literatiirde buzagi ishallerinde dolagimdaki 25-hidroksivitamin D
(kalsidiyol-25-D) ve 1,25-dihidroksivitamin D (kalsitriyol-1,25-D) ile serum

sitokin diizeyleri arasindaki iligskinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.



Bu c¢alismada, bakteriyel, viral ve protozoal patojenlere bagli olarak
gelisen neonatal buzag ishallerinde serum sitokin profili ile D vitamini arasindaki

iliskinin arastirilmasi amaclanmistir.

3.1. immiin Sistem

Immiin sistem bir¢ok organ, hiicre ve dokunun birlikte uyum igerisinde
calismasi sonucu, viicudu hastaliklara ve diger zararli unsurlara karsi koruyan
kompleks bir yapidir. iImmiin sistemin baslica gorevi bakteri, viriis, parazit ve
mantarlar gibi patojenlerle savasarak onlar1 yok etmektir. Diger bir 6nemli gorevi
ise timor hiicreleri gibi normal yapida olmayan veya yaralanma ve travma gibi
nedenlerle hasara ugramis viicut hiicrelerini ortadan kaldirmaktir. Bu nedenle
enfeksiydz hastaliklar ve kansere karst viicudun savunmasinda yeterli ve etkin bir
immiin sistemin varhigi gereklidir (2, 10).

Immiin sistem fonksiyonel olarak dogal ve kazamlmis immiinite olarak
tanimlanan 2 tip immiin yanit itretir (10). Dogal ve kazanilmis immiinite
birbirinden bagimsiz degildir ve karsilikli is birligi icinde caligir. Buna ornek
olarak dogal ve kazanilmig immiin sistem hiicrelerinin {irettikleri sitokinler

aracilig1 ile birbirlerini aktive edebilmeleri gosterilebilir (2).

3.1.1. Dogal immiin Sistem

Patojenlere kars1 viicudun ilk cevabini dogal immiinite olusturur. Dogal
immiinitenin ana unsurlari fiziksel bariyerler (deri ve mukozalar gibi); notrofiller,

DC, monositler, makrofajlar, NK hiicreleri ile akut faz proteinleridir (11).



Dogal bagisiklikta gérev yapan hiicreler proinflamatuvar sitokinler olarak
adlandirilan ve dogal immiin cevapta diizenleyici rol oynayan sitokinleri (Orn;
timor nekroz faktor (TNF)-a, interlokin (IL)-1 ve IL-6) salgilarlar. Dogal
immiinite dogumdan itibaren fonksiyoneldir. Dogal immiinitede hafiza
olmadigindan fonksiyonlarin1 gergeklestirirken patojenlerle daha 6nceden
karsilagsmis olmasinin bir gerekliligi ve 6nemi yoktur. Fagositik hiicreler toll-like
reseptorler (TLR) gibi bakteri ve onlarin yapisal unsurlari igin spesifik ylizey
reseptorlerine sahiptir. Ligandin bu reseptorlere baglanmasi ile fagositoz tetiklenir
ve bu siirecte patojenler kompleman veya serbest radikaller gibi toksik
kimyasallar tarafindan yikimlanirlar. NK hiicreleri de yiizey reseptorlerine sahiptir
ve salgiladiklar sitotoksik proteinlerle patojenleri yikimlarlar. Bu sekilde dogal
immiinite viicuda giren patojenlere karsi ilk defans hattin1 olusturur. Ancak bir
immiin yanit genellikle, dogal immiinite ile ondan daha giiclii ve fleksibil olan
kazanilmis immiinitenin birlikte koordineli bir sekilde ¢alismasi ile olusturulur

(12, 13).

3.1.2. Kazamlms immiin Sistem

Dogal immiinite hizl1 gelisen, nonspesifik bir yanit olusturmasina ve hafiza
hiicreleri icermemesine karsin, kazanilmis immiinite daha yavas gelisen, spesifik
bir immiin yanit olusturur ve hafiza hiicreleri mevcuttur. Kazanilmis immiinitenin
iki temel amaci vardir. Bunlardan ilki patojenleri yikimlayarak ortadan kaldirmak,
ikincisi ise sonraki donemde ayni patojene maruz kalma durumuna karst uzun

stireli ve ¢ok etkili bir koruma saglamaktir (12).



Kazanilmis immiin sistemin hiicreleri lenfositlerdir (T ve B hiicreleri). T
ve B hiicreleri kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerden koken alirlar.
Onciil T hiicreleri kan yoluyla timusa giderek gelisimini orada siirdiiriirken, dnciil
B hiicreleri kemik iliginde gelisimine devam ederler (2, 14).

T hiicrelerinin gelisim siirecleri timusta gergeklesir. Kemik iligindeki
hemopoietik kok hiicrelerden olusan lenfoid Onciil hiicreler timusa gelir.
Multilobiiler bir organ olan timusa yerlesen bu Onciil hiicreler timosit olarak
isimlendirilir. Timositler burada farkli hiicre yiizeyi belirteglerinin ekspresyonuna
dayal1 olarak tanimlanabilen bir dizi olgunlagsma asamasindan geger. Timositlerin
cogu bu adimlardan gecemez ve apoptoz sonucu Oliir. Bu asamalar
tamamlayabilen hiicreler ise sonugta olgun naif T hiicreleri olarak tanimlanan alfa
beta (ap) T (CD4 ve CDB8) hiicreleri ve gamma delta (yd8) T hiicrelerine
dontigiirler (2, 14).

T ve B hiicreleri gelisimlerini sirasiyla timus ve kemik iliginde
sirdiirdiikleri i¢in bu organlara santral lenfoid organlar adi verilmektedir.
Buralardaki gelisimini tamamlayan T ve B hiicreleri artik yabanci antijenleri
taniyabilme kapasitesine sahip, immiin cevap olusturabilme yetenegini kazanmis
olgun hiicrelerdir ve immiinokompetent T ve B hiicreleri olarak adlandirilirlar (2,
14).

Immiinokompetent o T hiicrelerinin T-helper (Th), T-sitotoksik (Tc), T-
regiilator (Treg) ve hafiza hiicreleri olmak tizere farkli tipleri vardir. Timustaki T
hiicre gelisimi sirasinda o T hiicreleri, Th hiicrelerini olusturmak iizere CD4", Tc
hiicrelerini olusturmak iizere ise CD8" olarak adlandirilan spesifik yiizey

proteinlerine sahip olur (2).



Immiinokompetent T ve B hiicreleri heniiz herhangi bir antijenle
karsilasmamis olup, kan dolasimi ile periferal lenfoid organlara (lenf nodiilleri,
dalak ile mide-bagirsak kanali, solunum yollar1 ve derideki epitel ile iliskili
lenfoid dokular) gog¢ ederler. Bu periferal lenfoid organlar, T ve B hiicrelerinin
antijenlerle karsilagip aktive olduklar1 bolgelerdir. Burada B hiicreleri humoral
immiin cevabi, T hiicreleri ise hiicre aracili immiin cevabi olustururlar (15).
Viicuda giren bir antijen periferal lenfoid organlardaki immiinokompetent T ve B
hiicrelerini aktive ederek klonal seleksiyon adi da verilen bir immiin cevap
siirecini baglatir. Antijenlerin ¢ogu kazanilmis immiin sistem hiicrelerini direkt
olarak uyaramazlar. Bu nedenle bir antijenin etkili bir immiin cevap
olusturabilmesi i¢in o antijenin antijen sunan hiicreler (ASH; DC ve makrofajlar
vb.) tarafindan immiin sistem hiicrelerine sunulmasi gereklidir. Antijen sunan
hiicreler viicuda giren antijenleri hiicre icerisine alarak onlar1 antijenik peptid
pargalarina ayirir ve hiicrenin ylizeyinde bulunan major histokompatibilite
kompleks (MHC) klas 1 veya klas II molekiillerine baglar. Hiicre yiizeyinde
sunulan antijen artik T hiicrelerinde bulunan T hiicre reseptorleri ve CD4 (Th) ya
da CD8 (Tc) yardimer molekiilleri sayesinde taninir. CD4" Th hiicreleri, MHC
klas 11 ile bagh antijenleri tanirken, CD8" Tc hiicreleri ise MHC klas I ile bagh
antijenleri tanimaktadir (2). Sunulan antijen tarafindan aktive olan
immiinokompetent Th hiicreleri bir farklilasma ve ¢ogalma siirecine girer. Th
hiicreleri Th1l, Th2 veya Th17 hiicrelerine farklilasir. Bu siiregte bircok sitokin
geni aktive olur. Bu Th alt gruplar salgiladiklar sitokinler ile farkli fonksiyonlar1

yerine getirirler (2, 14).



Thl hiicreleri IL-2, IFN-y ve TNF-a firetirler ve hiicre i¢i bakteriler ve
viriislerle miicadelede gorev yapar (16-18). Viriis ve bakteri ile enfekte olmus
hiicrelerin oldiiriilmesinde ¢ok 6nemli rol oynayan Tc hiicrelerinin aktivasyonu
igin ise Thl hiicrelerince salgilanan IL-2 gereklidir. Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-
10, IL-13 sitokinlerini iireterek, B hiicre proliferasyonunu ve plazma
hiicrelerinden immiinglobulin sekresyonunu uyarirlar. Th2 hiicrelerinin hiicre
aracilikli reaksiyonlara etkisi yoktur. Bu nedenle hiicre disi patojenlere karsi
etkilidir. Th17 hiicreleri IL-17 tretirler. IL-17 makrofajlar, DC ve nétrofillerin
inflamatuvar etkinliklerini arttirir ve hiicre disi patojenlere karsi etkilidirler (19,
20).

Insanlarda ve farelerde dolasimdaki lenfositlerin %1-5 kadar1 y8 T
hiicreleri olup, epitelyal bolgelerde bundan daha fazla oranda bulunurlar (21, 22).
Ancak bunun aksine diger birgok tiirde (Ornegin; sigir, koyun, domuz ve tavuklar)
dolasimdaki yd T hiicreleri ¢ok daha yiiksek oranda bulunur (23). Ayrica
ruminantlarda dolasimdaki yd T hiicresi orani genellikle diger evcil hayvan
tiirlerinden daha fazladir. Sigirlarda dolagimdaki yd T hiicresi oraninin % 15-60
arasinda oldugu bildirilmistir (24). Geng buzagilarda ise dolasimdaki lenfositlerin
% 60’dan daha fazlas1 yo T hiicreleridir (23, 25). yd T hiicrelerinin 6zellikle geng
buzagilarda yiiksek oranda bulunmasi, bu hiicrelerin sigirlarin immiin sisteminde
onemli fonksiyonlar1 olabilecegini diisiindiirmektedir.

o T hiicreleri konvansiyonel ya da klasik, yo T hiicreleri ise
konvansiyonel ya da klasik olmayan T hiicreleri olarak adlandirilir. Bunun nedeni
af T hiicrelerinin aktivasyonu igin antijen sunan hiicreler tarafindan MHC-peptid

sunumu gerekli olmasina ragmen, y0 T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in bu sekilde



bir gerekliligin olmamasidir. Konvansiyonel of T hiicrelerinin aksine yo T
hiicreleri hem dogal bagisiklik hiicreleri gibi hem de kazanilmis bagisiklik
hiicreleri gibi aktive olabilirler. Sigirlarda y& T hiicrelerinin dogal ve kazanilmis
bagisiklik arasinda bir koprii gorevi yaptigi disiiniilmektedir (22, 26). y6 T
hiicreleri farkli antijen tiirlerini dogrudan veya dolayli olarak taniyabilir. Baz1 yo T
hiicreleri hemen aktive olurken, bazi yd T hiicrelerinin ikinci bir sinyal ile birlikte
uyarilmasina da ihtiyac1 vardir. y5 T hiicreleri karsilastigi antijenleri CD4" ve
CD8" T hiicrelerine sunmak i¢in antijen sunan hiicre olarak da gérev yapmaktadir.
Ek olarak, y& T hiicreleri, sitokinler, kemokinler ve litik enzimler {ireterek
sitotoksik ve sitolitik olmayan antiviral aktiviteler yoluyla patojenlerin yok
edilmesinde ve doku onariminda koruyucu islevlerini yerine getirir. yo T hiicreleri
ayrica DC olgunlagmasini destekler ve B hiicresinin antikor iiretmesine yardimeci
olur (27). yd T hiicrelerinin birgok sitokini liretebildigi bilinmesine ragmen,
onemli oranda tirettikleri sitokinler baz alinarak IFN-y ve IL-17A iiretenler olmak
lizere 2 ana alt gruba ayrilabilir (27). Uretilen IFN-y hiicre i¢i patojenlerin
temizlenmesi ve anti-timor aktivitesi gosterirken, IL-17A hiicre dis1 bakteriler ile
mantarlara kars1 etkilidir (28, 29).

T ve B hiicreleri aktive olduktan sonra, bu hiicrelerin bir kism1 da hafiza
hiicrelerine dontismektedir. Bu hafiza hiicreleri canlinin tiim hayat1 boyunca etkili
bir T ve B hiicre cevabi igin veri tabani gorevi yapar. Boylece daha sonra ayni

antijenle karsilagildiginda daha gii¢lii ve daha hizli bir immiin cevap sekillenir

(12).



3.1.3. Sitokinler

Hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sisteminin bir diizen igerisinde
calismast i¢in gerekli olan ve sitokin adi verilen molekiiller bulunmaktadir.
Sitokin, cyto=hiicre ve kinos=hareket kelimeleri bir araya getirilerek olusturulan
ve polipeptid, protein ve c¢ogunlukla da glikoprotein yapisindaki molekiilleri
tanimlayan genel bir terimdir. Sitokinler hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik
sisteminin bir diizen igerisinde ¢alismasi i¢in gerekli olan molekiillerdir (30).

Sitokinler viicuttaki bir¢ok fizyolojik ve patolojik olguda rol alirlar (2, 14,
30). Bunlar:

-Immiin sistemde hiicrelerin farklilagmasi, aktivasyonu
(immiinostimiilasyon), inaktivasyonu (immiinosiipresyon) ve hiicre gdociiniin
(kemotaksis) diizenlenmesi,

- Doku homeostazinin saglanmast,

- Hematopoezis,

- Yara iyilesmesi ve anjiyojenezisi,

- Otoimmiin ve alerjik hastaliklarin patojenezi seklinde 6zetlenebilir.

Sitokinler fonksiyonlarina, koken aldiklar hiicrelere, hedef hiicrelere gore
interferonlar, interlokinler, tiimor nekrozis faktorler ve kemokinler seklinde
smiflandirilabilir (31).

IFN-y Thl, sitotoksik T hiicreleri, NK ve DC tarafindan iretilir (30).
Primer olarak intraseliller bakterilere ve tiimorlere karst savunmada
immiinomodiilatér olarak gorevlidir. Thl ve B lenfosit gelisimini ve

aktivasyonunu uyarirken Th2 ve Th17’nin gelisimini inhibe eder (30, 32).



TNF, ilk olarak tiimor hiicrelerinin nekroz ve apoptozuna neden oldugu
gorildiigii icin bu sekilde isimlendirilmistir ancak sonradan hiicrelerin ¢ogalmasi,
aktivasyonu ve Oliimii gibi bir¢cok olayda rol alan pleiotropik bir sitokin oldugu
kesfedilmistir (33). TNF-o esas olarak monositler/makrofajlar tarafindan
sentezlenmekte ancak T ve B lenfositler, mast hiicreleri, NK, notrofiller,
fibroblastlar ve osteoklastlar gibi bagka baz1 hiicreler tarafindan da
tretilebilmektedir (34). TNF-o lokal kan akimini ve vaskiiler permeabiliteyi
arttirarak yangi belirtegleri olan ‘kizariklik, 1s1, sislik, agr1’ olusumuna neden olur
(33).

IL-1B monositler, makrofajlar ve DC tarafindan iretilen potansiyel bir
proinflamatuvar sitokindir (35).

Temel olarak CD4" T hiicreleri tarafindan iiretilen 1L-2 ilk olarak T hiicre
bliylime faktorii olarak kesfedilmistir. Daha sonra NK hiicrelerin sitolitik
aktivitesini arttirdigi, T hiicrelerinin Thl ve Th2 hiicrelerine farklilagmasini
uyardigt ancak buna karsin Thl17 farklilagmasini ise baskiladigi belirlenen
pleiotropik etkinlikte bir sitokindir (36).

IL-4 esas olarak CD4" (Th2), CD8", B hiicreleri, mast hiicreleri, DC ve
bazofiller tarafindan sentezlenmektedir (30). IL-4, Th2 tipinde immiin cevap
olusturur. 1L-13 ile birlikte paraziter enfestasyonlar, alerji, astim gibi hiicre dist
bagisiklikta gorevli Tip 2 inflamasyonlarda (IgE {iretimi, diiz kas kontraksiyonu,
mukus {iretimi, dogal bagisiklik hiicrelerinin bolgeye kemotaksisi v.b.) ana rol alir

(37).



IL-5 biiylik oranda Th2 hiicreleri tarafindan fiiretilir ve eozinofillerin
olgunlagmasi, gelismesi ve aktivasyonu asamalarinda rol alan bir sitokindir (38).

T ve B lenfositleri, monositler, makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenen IL-6, hem proinflamatuvar hem antiinflamatuvar olarak goérev
yapabilen pleiotropik bir sitokindir ancak proinflamatuvar etkinligi
antiinflamatuvar etkinliginden daha belirgindir (30, 39).

IL-10 Th2 hiicreleri tarafindan iretilir ve IFN-y sekresyonunu inhibe
ederek Th1 sitokinlerinin sentezini inhibe eder (40).

IL-12 DC, makrofajlar ve B hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. 1L-12
NK ve T hiicrelerini IFN-y iiretmeleri i¢in uyarir. Naif ThO hiicrelerinin Th1
hiicrelerine doniisiimiinii stimiile ederken, Th2 hiicrelerine doniisiimiinii inhibe
eder (41).

IL-13 Th2 hicreleri, bazofiller, mast hiicreleri, NK hiicreleri ve
eozinofiller tarafindan sentezlenmektedir ve hem yapisal anlamda hem de
fonksiyonel anlamda IL-4 ile benzerlik gostermektedir (30, 42). IL-13, IL-4 ile
birlikte 6zellikle parazit ve alerjenlere karsi savunmada gorevli Th2 tipi immiin
yanitin en 6nemli sitokinleri olarak kabul edilmektedir (42).

IL-17 primer olarak Thl7 hiicreleri tarafindan sentezlenir. Giiglii bir
proinflamatuvar sitokindir ve tek basmna veya TNF-o, IL-1B gibi sitokinlerle

birlikte inflamatuvar yanit olusturabilir (30).
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Sekil 1. Dogal ve kazanilmis bagisiklik komponentleri ve bunlarin birbirleri ile iliskileri.

3.1.4. Neonatal Buzagilarda immiin Sistem

Sigirlarin  sahip oldugu epiteliyokoriyal tipindeki plasenta yapisindan
dolayr buzagilarda intrauterin donemde transplasental antikor ve lokosit gegisi
yoktur. Buzagi prenatal donemde intrauterin bir enfeksiyonla karsilasmadigi
stirece, dogdugu zaman antikordan tamamen yoksundur. Bu nedenle de yeni
dogan buzagilar i¢in kolostrum yoluyla saglanan pasif immiinite ¢ok Snemlidir
(43, 44). Kolostrum immiinglobulin disinda canli 16kositler, sitokinler ve biiyiime

faktorleri de igermektedir (45).
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Kolostrumda bulunan maternal 16kositlerin buzaginin immiinitesindeki
Onemini aragtirmak i¢in yapilan bir ¢alismada bir grup buzagiya taze kolostrum
verilmis, diger gruba ise dondurulup ¢oziindiiriilen ve canli hiicre bulundurmayan
kolostrum verilmistir. Calismanin sonunda her iki grubun dolasimdaki l6kosit
fenotiplerinin benzer oldugu bildirilmistir (45).

Buzagilarda immiin sistem organlarmin germinal merkezleri gebeligin
erken donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin fetal yasamin 42. giiniinde timus
ve 55. giiniinde dalak bulunmaktadir. Fetal lenfositler gebeligin 40. giiniinde,
fagositik hiicreler ise 130. giiniinde fetusun dolasiminda mevcuttur. Bu hiicreler
baslangigta fetal immiinitede smirli rol alir. Gebeligin son donemlerinde
notrofiller fagositoz yapabilir ancak bakterileri 6ldiirme kabiliyeti diisiiktiir.
Perinatal donemde kortizol konsantrasyonundaki artis sebebi ile noétrofillerin
bakterisidal aktiviteleri azalir (46). Gebeligin 6. ayinda ileal peyer plaklarinda B
ve T lenfositlerin varligi gosterilmistir (46, 47).

Buzagilar fetal donemde agirlikli olarak dogal bagisiklik sistemi tarafindan
korunmaktadir. Dogal bagisiklik gebeligin ge¢ donemlerine kadar tam olarak
gelismis degildir ve dogum yaklastik¢a fetal kortizol diizeyindeki artisa bagl
olarak fonksiyonel kapasitesinde diisiis goriilmektedir (48). Neonatal buzagilarda
notrofil, makrofa; ve komplement aktivitesi disiiktiir. Ayrica DC, NK hiicre
fonksiyonu ve interferon iiretimi daha azdir (48).

Sigirlara 6zgii olarak, yeni dogan buzagilar dolasimlarinda ytiksek sayida

(Ienfosit havuzunun %60°1na ulasabilen) yd T hiicreleri bulundurmaktadir (49).
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Hem dogal hem de kazanilmis bagisikligin onemli karakteristik
Ozelliklerini tagiyan yd T hiicrelerinin hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik ile
ilgili fonksiyonlar1 bulunmaktadir (50, 51). yd T hiicrelerinin fonksiyonlari
arasinda sitokin ve bliyiime faktorlerinin sentezi, B hiicrelerinin antikor {iretimine
yardime1 olma, DC’lerin olgunlasmalarini uyarma, makrofajlar1 yonlendirme ve
timor hiicreleri i¢in sitokilitik etki gosterme bulunmaktadir (52).

Sigirlarda yd T hiicrelerinin WC-eksprese eden (WC1, WC1.1 ve WC1.2)
ve WC-eksprese etmeyen (WCL1') olmak iizere alt populasyonlar1 bulunmaktadir
(22). yo T hiicrelerini af T hiicrelerinden ayiran bazi 6zellikleri vardir. off T
hiicrelerinin aksine MHC molekiilleri ile antijen sunumu sart1 yoktur (52, 53). v
T hiicreleri 6zellikle geng bireylerin immiinitesi i¢in 6nemlidir. Y& T hiicreleri
doku-bagimhidir ve ozellikle epidermis, genital dokular, bagirsak ve akciger
dokular1 gibi belirli anatomik bolgelerin korunmasinda 6nemli rol almaktadir. Her
ne kadar aktive olmus yd T hiicreleri yiiksek miktarda IFN-y, TNF ve IL-17 gibi
proinflamatuvar 6zellikteki sitokinleri liretebilme kapasitesine sahip olsa da Thl,
Th2, Th17 af T hiicrelerinin aksine Yo T hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesi daha
genistir ve bazi durumlarda IL-13 gibi Th2 sitokinlerini de sentezleyebilme
kabiliyeti vardir (27).

In vitro yapilan bir ¢alismada DC ve y6 T hiicreleri arasinda ¢ift yonlii
etkilesim bulundugu ve bu hiicrelerin birbirlerinin fonksiyonel aktivasyonlarini
uyardigi gosterilmistir (53). yd T hiicreleri DC’lerin gelismesini ve bu hiicrelerin

af T hiicrelerini uyarabilme kapasitesini arttirmaktadir (26, 27, 53).
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Genelde 6 T hiicrelerinin 6nemli bir IFN-y kaynagi oldugu ve NK ya da
Tc hiicrelerine benzer fonksiyonlara sahip oldugu kabul edilmektedir. Ancak yo T
hiicrelerinin ~ alt  populasyonlarinin ~ farkli  fonksiyonlar1  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin IL-12 ile stimiilasyon sonucunda WC1.1 hiicrelerinden
IFN-y sentezlenmekte, ancak WC1.2 hiicrelerinden sentezlenmemektedir (54).

Sig1ir hiicreleri ile yapilan in vitro bir ¢alismada yd T hiicrelerinin dnemli
diizeyde 1L-10 sentezleyerek CD4" ve CD8" hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigi, immiin-regiilator ve baskilayici olarak islev gordigi bildirilmistir (22).
Ayrica M. avium subsp. paratutuberculosis ile dogal yolla enfekte olmus sigirlarin
ileumunda TNF-a, IFN-y ve IL-17 sentezleyen WC1 3 T hiicrelerinin klinik
hasta grubunda subklinik hasta ve kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
degisim gostermedigi halde IL-10 sentezleyen WC1 yd T hiicrelerinin subklinik
ve kontrol gruplarina gére 6nemli diizeyde arttig1 gosterilmistir (55).

Buzagilarin dogumdan itibaren 6. aya kadar CD4" ve CD8" hiicre
yiizdelerinin gorece sabit seyrettigi, buna karsin yo T hiicre ylizdesinde yasa bagh
diislis gozlendigi bildirilmistir (56).

Buzagilarda dogum sirasinda lenfositlerin  %1-2’sini  olusturan B
lenfositlerin yasla birlikte artis gosterdigi ve 5-6 aylik yasa gelindiginde B lenfosit
oraninin %20-30’a ulastig1 bildirilmektedir (56). Buna sebep olarak buzagilarin
plasenta yapisindan dolay1r agammaglobiilinemik olarak dogup dogumdan sonra
cevresel antijenlerle karsilagmalari gosterilmektedir (48, 56).

Yapilan c¢aligmalar neonatal buzagilarin antijenik uyarimlara kars1 B
yanitinin yetigkinler kadar iyi olmadigini ancak T hiicre yanitinin yetigkinlerle

benzer oldugunu gostermektedir.
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Ayrica dogumdan sonra kolostrumla aliman maternal antikorlarin
buzaginin B hiicre yanitin1 ve dolayisi ile antijen spesifik immiinglobulin sentezini
aksattigi ancak T hiicre yanitinin bu durumdan etkilenmedigi belirtilmistir (57-
60).

Nonnecke ve ark. (57) tarafindan yapilan bir ¢alismada, neonatal donemde
adaptif immiin yanitin gelisimini degerlendirmek i¢in neonatal buzagilardan iki
adet deney grubu olusturulmus ve birinci grupta yer alan buzagilar yasamlarinin 1.
ve 7. haftalarinda iki kez BCG agsis1 ile agilanmistir. Kontrol grubu olan ikinci
buzagi grubuna herhangi bir as1 uygulamasi yapilmamistir. Ayrica olusacak
immiin yanit1 karsilastirmak i¢in geng yetiskin diivelerden olusan baska bir deney
grubu da asilanmistir. Calismanin sonucunda asilanan buzagilarda humoral
immiin yanitin yetigkinler kadar iyi olmadigi, ancak TNF-a ve IFN-y sekresyon
diizeyinin yetigkinlere benzer veya daha iyi oldugu, T hiicre fonksiyonel
kapasitesinin yetigkinlerle benzer diizeyde oldugu ve buzagilarin yetigkinlere
benzer sekilde kuvvetli hiicresel immiin yanit olusturabildigi kanaatine varildigi
bildirilmistir.

Nonnecke ve ark. (58) tarafindan yapilan bir diger deneysel ¢alismada,
sigirlar gebeliklerinin son 2 ayr igerisinde BCG asis1 ile asilanmis ve dogan
buzagilar iki gruba ayrilarak bir gruba kolostrum verilip diger gruba
verilmemistir. Buzagilar iki giinliik iken BCG agis1 ile asilanmis ve buzagilarin
astya karsi olusturdugu immiin yanit 8 hafta boyunca izlenmistir. Calismanin
sonunda kolostrum ile alinan maternal antikorlarin buzaginin antijen spesifik
antikor liretimini inhibe ettigi ancak hiicresel immiin yanit1 ¢ok az etkiledigi ya da

hi¢ etkilemedigi sonucuna varilmistir.
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Benzer bir baska ¢alismada, buzagilar dogumdan sonraki 8 saatlik siire
icinde BCG asis1 ile asilanmistir. Asilanan buzagilarda antijen-duyarli CD4",
CD8" ve v5 T hiicre popiilasyonlarinin ve giiglii bir antijen spesifik IFN-y ve IL-2
yanitinin olustugu bildirilmistir (59).

Dolasimlarinda yiiksek diizeyde maternal bovine viral diarrhea virus
(BVDV) antikoru bulunduran 2-5 haftalik yastaki buzagilar deneysel olarak
BVDV ile enfekte edildiginde, maternal antikorlarin humoral immiin yaniti bloke

etmesine ragmen T hiicre yanitim1 engellemedigi ve enfekte edilen buzagilarin

BVDV spesifik CD4", CD8" ve yd T hiicre yanit1 gelistirdigi gosterilmistir (60).

3.2. D Vitamini

D vitamininin kesfinde 15. yiizyildan beri bilinen rasitizm hastaligi 6nemli
rol oynamistir. Hastalifin tedavisinde morina baligi karacigeri yagiin etkili
oldugu uzun yillar 6nce fark edilmis olmasina ragmen hastaligin etiyolojisi ve
tedavisinde morina balig1 karacigeri yagmin hangi mekanizma ile etkin oldugu
uzun siire ortaya konulamamistir. 19. yiizyilin sonlar1 20. yiizyillin baslarinda
vitaminlerin kesfi ile birlikte Sir Edward Mellanby, rasitizmin besinsel bir
eksiklikten kaynaklaniyor olabilecegini diistinmeye baslamistir. O yillarda
rasitizmin yogun olarak gériildiigii Ingiltere ve Iskogya’da insanlarin temel besin
kaynagi yulaf oldugu i¢in Mellanby, kopekler iizerinde tasarladigi deneysel
calismada kopekleri yulaf agirlikli bir diyetle beslemis ve sonugta kdpeklerde
ragitizm olustugunu goérmiistiir. Bu kopekleri tedavi etmek i¢in morina baligi
karaciger yagi kullanildiginda etkili oldugunu fark etmistir. Mellanby bu deneyi
yaptig1 siralarda A vitamini kesfedilmisti ve bu vitaminin morina baligi

karacigerinde bulundugu bilinmekteydi.
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Bu bilgiye dayanarak Mellanby yanliglikla rasitizmi tedavi eden faktoriin
morina balig1 karacigerinde bulundugu bilinen A vitamini oldugunu diistinmiistiir.
McCollum morina balig1 karacigerini 1siya tabi tutarak A vitaminini yikima
ugratmis ve buna ragmen hala rasitizmi tedavi etme ozelligini kaybetmedigini
gormiis ve boylece ragitizmi tedavi eden faktériin A vitamini degil, heniiz
bilinmeyen baska bir vitamin oldugu kanisina varmistir (61).

Mellanby kopekler lizerinde calistigi siralarda Huldshinsky ve Chick
birbirinden bagimsiz olarak rasitizmli cocuklarin giines 1s18ina veya yapay
ultraviyole (UV) 1s1@ina maruz birakilmasinin hastaligin  6nlenmesinde ve
tedavisinde etkili oldugunu bulmustur. Bdylece morina balig1 yag: ile UV 15181
arasinda ilging bir benzerlik oldugu goriilmiistiir. Steenbock ve Hart kecilerde
yaptiklar1 bir caligmada giines goérmeyen kapali ortamda beslenen kegilerin
kemiklerindeki kalsiyumun 6nemli bir kismini laktasyon sirasinda kaybettigini,
buna karsin disarida giines 15181 altinda beslenen kegilerde kalsiyum balansi ile
ilgili bir problem olmadigini belirlemislerdir. Steenbock UV 1s1gmin inaktif bir
maddeyi aktif D vitaminine doniistiirdiigiinii ortaya koymustur (61).

Giintimiizde D vitamini, steroid benzeri yapida olan ve D2 ile D7 arasinda
isimlendirilen bir grup molekiilii ifade eden genel bir terimdir. Bunlardan
ergokalsiferol (D2) ve kolekalsiferol (D3) en oOnemlileridir (62, 63). D1
vitamininin tasisterol ve D2 vitamininin bir eklentisi oldugu ortaya konulmustur
ve baglangigta hatali olarak isimlendirilmis oldugu gosterilmistir (61).

D2 vitamini mantarlar tarafindan ergosterolden UV 1sinlari araciligr ile
sentezlenir (62). D3 vitamini hem gida yoluyla alinabilir hem de UV isinlar

araciligiyla epidermiste sentezlenebilir (63).
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Sigirlar da dahil olmak {izere ¢ogu hayvan tiiriinde en énemli D vitamini
kaynagi deridir (64). Deride D vitamini sentezi birka¢ basamaktan meydana gelir.
UV isinlart araciligiyla 7-dehydrocholesterolden Pre-vitamin D3 ve sonugta D3
vitamini sentezlenir (64, 65).

D3 vitamini, biliyiikk oranda karacigerde cytochrome P450 2R1 (25-
hydroxylase (CYP2R1)) enziminin aracilik ettigi ve 25-hidroksilasyon olarak
adlandirilan bir reaksiyon sonucu 25-hydroxyvitamin D3 (kalsidiyol (25-D))’ye
dontistiriilir (66). Viicuda fizyolojik ihtiyagtan fazla D vitamini alindiginda
adipoz dokuda ve karacigerde depolanir ve 25-D’ye doniistiiriilmek tlizere diizenli
olarak dolasima verilir (67). Dolasimdaki 25-D’den proksimal renal tubiillerde
veya ekstrarenal dokularda cytochrome P450 27B1 (25(OH)Ds-1a-hydroxylase
(CYP27B1) enzimi araciligiyla D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH)2D
(kalsitriyol (1,25-D)) sentezlenir (68).

Renal 1,25-D sentezi paratiroid hormon (PTH), fibroblast growth factor-23
(FGF-23) ve 1,25-D’nin kendisi tarafindan diizenlenir. PTH, CYP27B1 enzimini
stimiile ederek 1,25-D sentezini arttirir. FGF-23 ise 1,25-D sentezini inhibe eder.
1,25-D, PTH sentezini inhibe ederek, FGF-23 stimiilasyonu ile veya direkt olarak
bobreklerdeki CYP27B1 sentezini baskilayarak kendisinin sentezini sinirlandirir
(69). Apyrica adrenal ve gonadal hormonlar, prolaktin ve biiylime hormonu gibi

bagka faktorler de renal D vitamini regiilasyonunda rol almaktadir (70).
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Sekil 2. D vitamini sentezinin basamaklari

3.2.1. D Vitamini Baglayic1 Protein
D vitamini kanda D vitamini baglayici protein (VDBP)’ye bagli formda,

alblimine bagli formda veya serbest formda bulunabilmektedir. VDBP tim D
vitamini metabolitleri i¢in kan serumunda baglayici olarak gorev yapabilen ve
hemen hemen tamami karacigerde sentezlenen bir proteindir (70). VDBP sentezi
D vitamininin kendisi tarafindan degil; ostrojen, glukokortikoid ve inflamatuvar
sitokinler tarafindan diizenlenir. 25-D’nin VDBP’ye olan afinitesi 1,25-D’ye
oranla 20 kat daha fazladir. Dolasimdaki D vitamini metabolitlerinin yaklasik
%85’t VDBP’ye baglidir. Alblimin bu metabolitlerin yaklasik %15’ine ve
VDBP’ye nazaran ¢ok daha diisiik afinite ile baglanir. Yaklasik olarak 25-D’nin

%0,03’1, 1,25-D’nin ise %0,4 1 kan serumunda serbest halde bulunmaktadir (71).
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Serbest hormon hipotezine gore megalin-cubilin kompleksini eksprese
edebilen bazi1 dokular (bobrekler, meme epitelyum hiicreleri, paratiroid bezi,
epididimal epitelyal hiicreler gibi) hari¢ diger hiicreler herhangi bir proteine bagl
olmayan serbest haldeki 25-D ve 1,25-D’ye bagimlidir (71). VDBP’nin
dolasimdaki 25-D igin biiyiik bir depo goérevi gordiigii ve D vitamini aliminin

azaldig1 durumlarda vitamin yetersizligini onleyici islevi oldugu belirtilmektedir

(72).

3.2.2. D Vitamini Reseptorii

D vitamini metabolitleri lipofilik 6zelliklerinden dolay1 hiicre membranina
kolayca penetre olur ve hiicre c¢ekirdegine ulasabilir. 1,25-D hedef hiicrede
membran D vitamini reseptori (mVDR)’ye veya niikleer VDR (nVDR)’ye
baglanarak fizyolojik etkinligini gostermektedir (63). 25-D’nin VDR’ye affinitesi
diisiiktiir ve ancak cok yiiksek konsantrasyonlarda 1,25-D’ye benzer etkinlik
gosterebilir (73). Insanlarda D2 vitamini VDR’ye vitamin D3 kadar iyi
baglanmamaktadir ve D3 formu D2’ye oranla serum 25-D diizeyinin

arttirilmasinda ve siirdiiriilmesinde daha etkilidir (62).

3.2.3. D Vitamininin Inaktivasyonu
Dolasimdaki 1,25-D diizeyi arttiginda, 25-D ve 1,25-D, 24-hidroksilaz

(CYP24A1) enzimi araciligiyla D vitamininin inaktif metaboliti olan 24,25(0OH)2-
vitamin D formuna doniistiiriiliir. CYP24A1 enzimi basta bobrekler olmak {izere
VDR bulunduran biitlin hiicrelerde bulunur ve bdylece sistemik dolagimin yani

sira hiicre i¢i 1,25-D diizeyleri de diizenlenebilmektedir (68).
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3.2.4. D Vitamininin Mineral Metabolizmasindaki Klasik
Fonksiyonlar:

Plazma kalsiyum diizeyinin azalmasi halinde, paratiroid bezlerden PTH
sentezi uyarilir. Kan diizeyi artan PTH, bobrek dokusunda bulunan CYP27B1’1
aktive eder ve bu enzimin etkisi ile dolasimdaki 25-D, bobreklerde 1,25-D’ye
doniistiiriliir (74).

PTH kan kalsiyum diizeyinin regiilasyonunda kemik ve bobrekler tizerinde
direkt olarak; bagirsaklarda ise 1,25-D araciligiyla indirekt olarak rol oynar.
Osteoklastik stimiilasyon yoluyla kemiklerden kana Ca ve P salinimini uyarir.
Bobreklerden Ca atilimmi ve P geri emilimini azaltir. Bagirsaklardan 1,25-D
araciligiyla Ca ve P emilimini arttirir (74).

Kalsiyum bagirsaklardan paraseliiler ve transseliiler yollarla absorbe edilir.
Paraseliiler absorbsiyon pasiftir ve lumende kalsiyum konsantrasyonu yiiksek
oldugunda baskin olan yoldur. 1,25-D hiicre igi sik1 baglantilarin permeabilitesini
arttirmak suretiyle paraseliiler kalsiyum emiliminde gorev alir. Ancak 1,25-D’nin
asil etkisi aktif yol olan transseliiler emilim tizerinedir. 1,25-D intestinal epitelyal
hiicrelerden kalbindin sentezini arttirir. Kalbindin kalsiyum baglayic1 bir
proteindir ve kalsiyumun mikrovilliislerden gecisini kolaylastirir (75).

Bagirsaklardan emilen kalsiyum miktarinin normal serum kalsiyum
diizeyinin siirdiiriilmesinde yetersiz kalmasi durumunda 1,25-D, PTH ile birlikte
osteoklastojenezisi  stimiile eder ve ayrica bobreklerden  kalsiyum

reabsorbsiyonunu arttirir (70).

21



D vitamini tarafindan plazma Ca diizeyinin arttirilmasinda en 6nemli hedef
organlarindan biri distal renal tubiillerdir. Aslinda D vitamini yoklugunda bile
filtre edilen kalsiyumun %99’u renal tubiillerden reabsorbe edilir. Ancak kalan
%1°1ik kismin geri emilimi i¢in D vitamini ve PTH gereklidir (61).

D vitamininin klasik fonksiyonlar1 kemik ve mineral metabolizmasi ile
ilgilidir. D vitamini yetersizligi yavrularda rasitizm, yetiskinlerde osteomalazi

olusumuna sebep olur (76).

3.2.5. D Vitamininin Non-Klasik Fonksiyonlar:

Uzun yillar CYP27B1 sentezinin insan ve hayvanlarda sadece bobreklerde
ve plasentada oldugu varsayilmistir. Ancak bobreklerin disinda epitel doku,
makrofajlar, kemik ve kikirdak doku, karaciger, endokrin bezler, plasenta, beyin
ve bazi timor hiicrelerinde CYP27B1 enziminin varligi, dolayisiyla bu hiicrelerin
de 1,25-D sentezleyebildigi gosterilmistir (69).

Ancak ekstrarenal 1,25-D sentezi bazi yonlerden renal sentezden oldukga
farklidir. Ekstrarenal 1,25-D sentezi, lipopolisakkarit (LPS) ve sitokinler (IFN-y,
TNF-0, IL-2) gibi bazi inflamatuvar sinyallerin immiin hiicrelerde CYP27B1
ekspresyonunu uyarmasi ile gergeklesir. IFN-B, IL-10, IL-4 makrofajlardan 1,25-
D sentezini azaltir. Buna karsin renal CPY27B1 sentezi LPS tarafindan
etkilenmez (68, 77).

In vitro olarak FGF23’{in bdbrek dokusunda oldugu gibi monositlerdeki
CYP27B1 aktivitesini de azalttig1 gosterilmistir. Ancak renal CYP27B1’in aksine
makrofajlar tarafindan sentezlenen CYP27B1, artan 1,25-D konsantrasyonuna
bagl olarak feedback mekanizmasi ile baskilanmaz. Ekstrarenal 1,25-D sentezi

dolasgimdaki 1,25-D diizeyinden ¢ok 25-D diizeyinden etkilenir (77).
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Makrofajlardaki CYP27B1 enzim aktivitesi glukokortikoidler gibi
antiinflamatuvar ilaglar tarafindan Onemli Ol¢lide baskilanabilirken bu
antiinflamatuvar ilaglarin renal CYP27B1 sentezi iizerine etkinligi ¢ok azdir veya
hi¢ yoktur (77).

Ekstrarenal olarak {iretilen 1,25-D’nin lokal olarak otokrin veya parakrin
tipte etkinlik gosterdigi ve dolayisiyla dolasimdaki 1,25-D konsantrasyonunda
onemli bir degisiklige neden olmadig1 6ne siiriilmiistiir (78). Ancak sarkoidozis ve
Crohn hastalig1 gibi baz1 hastaliklarda basta makrofajlar olmak iizere ekstrarenal
1,25-D iiretiminin dolasimda hiperkalsemi ve hiperkalsiiri olusturabilecek kadar
yiksek diizeyde olabilecegi bildirilmistir (68). Dabak ve ark. (79) bilateral
nefrektomi yapilan ratlarda antijenik uyarimin dolasimda belirgin bir 1,25-D
artisina neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Ekstrarenal 1,25-D sentezinin miimkiin oldugunun belirlenmesinin yan1
sira, organizmadaki birgok farkli hiicre tipinde VDR’lerin varligi da ortaya
konulmustur. Boylece D vitamininin klasik fonksiyonlarinin disinda baska farkli
birgok fizyolojik etkileri oldugu ileri siiriilmeye baslanmistir (80). Bunlardan
bazilar1 hiicre proliferasyonu, hiicrelerin farklilasmasi, apoptoz, santral sinir
sistemi, deri, metabolizma ve immiin yanitin diizenlenmesidir (81). D vitamininin
diyabet, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve bazi kanser
tiirleri gibi bir¢ok hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir (76). Ayrica ekstrarenal
1,25-D, tip II epitelyal pnomositlerin siirfaktan madde iiretiminde rol oynar,
insiilin ve thyroid stimulating hormon (tiroid uyarici hormon, TSH) sekresyonunu

stimiile eder (80).
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3.2.5.1. D Vitamini ve immiin Sistem

Biitiin immiin sistem hiicrelerinde VDR ekspresyonu bulunmaktadir (74).
Ayrica birgok immiin hiicrede (monositler, makrofajlar ve DC) 1,25-D’nin
sentezlendigi ve bunun hem {iretildigi hem de diger immiin hiicrelerdeki
VDR’lere baglanarak immiin sistemde O©nemli roller {istlendigi ortaya
konulmustur (82).

D vitamini antiinflamatuvar ve immiinsupresif etkinlik gosterir ve bunu
farkli yollarla gergeklestirir. 1,25-D, FGF-23’iin inflamatuvar aktivitesini inhibe
eder (83). Onemli proinflamatuvar molekiillerden olan prostaglandin E2 sentezini
ve prostaglandin sentezinde gorev alan cyclooxigenase-2 (COX2) sentezini
baskilar (84).

C-reaktif protein (CRP) enfeksiyonlar sirasinda plazma konsantrasyonu
hizla artan bir akut faz proteinidir (2). Serum 25-D diizeyi ile CRP arasinda
negatif korelasyon oldugu bildirilmistir (85).

D vitamini antioksidanlarin {retimini arttirarak bircok inflamatuvar
hastaligin patojenezinde rol alan reaktif oksijen tiirlerini baskilar (86).

Inflamatuvar hastaliklarda artan proinflamatuvar sitokinler karacigerden
hepsidin sekresyonunu arttirir. Hepsidin demirin retikiilloendotelyal hiicreler
icinde kalmasina neden olarak eritropoezis ve hemoglobin sentezini sinirlandirir
(63). In vivo yapilan bir galismada D vitamini suplementasyonu yapilan bireylerin
plazma hepsidin konsantrasyonunun kontrol grubuna gore Onemli diizeyde

diistiigii bildirilmistir (87).
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Inflamatuvar patojenite ile karakterize kronik enteropatili kdpeklerde
yapilan bir ¢alismada D vitamini ile nétrofil, monosit ve IL-2 arasinda negatif
korelasyon oldugu gosterilmistir. Ancak diisiik D vitamini diizeyinin hastaliginin
sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu ortaya konulamamustir (88).

M. tuberculosis ile stimiile edilen periferal kan mononiikleer hiicreleri ile
yapilan bir in vitro ¢alismada, ortamda 1,25-D bulunmasi durumunda IL-10
sekresyonun arttigi, buna karsin IL-6, TNF-o ve IFN-y sentezini ise azaldig
bildirilmektedir (89). M. tuberculosis ile stimiile edilen alveolar makrofajlar ile
yapilan baska bir ¢aligsmada, 1,25-D’nin IL-1f {iretimini indiikledigi gosterilmistir
(90). Benzer sekilde kemik iligi kokenli makrofajlarin LPS ile aktive edildiginde
artan IL-6 ve TNF-a sentezinin 25-D ve 1,25-D tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir (91). Jaffey ve ark. (92) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yogun
bakim {initesindeki kdpeklerden periferal kan 6rnekleri toplanmis, LPS ile stimiile
edilmistir. 1,25-D ile birlikte inkiibe edilen grupta kontrol grubuna gore
proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-o iretiminin azaldigi, buna karsin
antiinflamatuvar bir sitokin olan I1L-10 sentezinin arttig1 gosterilmistir.

Tip 1l interferon olan IFN-y, 25-D’den 1,25-D {iretimini stimiile ederken,
Tip | interferonlar (IFN-a, IFN-B) ise 1,25-D {iretimini bloke etmektedir. Tip |
IFN yanit1 daha agresif hastaliklar ile, tip Il IFN ise yaniti daha 1limli hastaliklarla
iliskilendirilmektedir (93).

D vitamini genel olarak proinflamatuvar sitokinleri baskilarken
antiinflamatuvar sitokinlerin sentezini stimiile etmektedir. Dolayisiyla D
vitamininin dogal bagisikligi kuvvetlendirdigi, kazanilmis bagisikligi ise

siirlandirdigi kabul edilmektedir (68).
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3.2.5.1.1. D Vitamininin Dogal Bagisiklhiktaki Rolii

Dogal bagisikligin yapitaslari, konak hiicrede bulunmayan, buna karsin
farkli mikroorganizmalarda ortak olarak bulunan ve pattern olarak adlandirilan
yapilar1 tanirlar (2). Dogal bagisiklik sistemi bu yapilari pattern recognition
receptors (PRR) olarak adlandirilan reseptorler araciligi ile tespit eder. PRR’ler
antimikrobiyal peptidlerin ve ¢esitli sitokinlerin tiretimini tetikler (94).

TLR, PRR’lerden biridir. TLR’ler mikrobiyal ligandlar1 tanir ve dogal
bagisikligr tetikler. TLR aktivasyonu sonucu makrofajlarin fagositoz kapasitesi
artar, antimikrobiyal peptid liretimi indiiklenir ve ayrica direkt antibakteriyel ve
antiviral etki olusur (95). In vitro yapilan bir calismada TLR aktivasyonu sonucu
makrofajlarda CYP27B1 ve VDR genlerinin ekspresyonunun bir antimikrobiyal
peptid olan katelisidin sentezini indiikledigi gosterilmistir. Bu caligmada M.
tuberculosis ile enfekte makrofajlarin bulundugu ortama disariddan 1,25-D
eklendiginde canli tiiberkiiloz basili sayisinda O©nemli diistisler oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada CYP27B1 veya VDR inhibe edildiginde katelisidin
sentezinde ve dolayis: ile antimikrobiyal aktivitede ¢ok onemli azalma oldugu
vurgulanmigtir (96).

Antimikrobiyal peptidler kemoatraktant olarak, DC aktivatorii olarak veya
direkt antimikrobiyal efektorler olarak gorev yapabilen peptidlerdir. 1,25-D,
katelisidin ve defensin B2 antimikrobiyal proteinlerini indiikler (98). Katelisidin
bakteri ve mantarlarin membranlarini destabilize eder, ayrica viriisiin yapisini
bozarak direkt antiviral etki gosterir ve bdylece viriisiin konake1 hiicrelerde yagam
giiciinii azaltir (98). Defensinler dogal bagisiklikta gorevli, genis spektrumlu

antimikrobiyal ve immiinmodulatér fonksiyonlara sahip peptidlerdir (99).
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Angiogenin-4 enterik bakterilerin dokulara invazyonunu engellemede
etkili olan antimikrobiyal bir peptidtir. D vitamini yetersizliginin angiogenin-4’i
baskiladig1 gosterilmistir (100).

1,25-D, Cl14 reseptor ekspresyonunu arttirir (66). CDI14 reseptorii
monositler, makrofajlar ve graniilositlerde bulunur ve LPS ile uyarilan hiicrelerin
aktive edilmesinde rol alir (2).

Notrofiller fagositoz yoluyla, reaktif oksijen tiirleri iireterek veya
graniillerinden antimikrobiyal proteinler salgilayarak mikroplara karsi savasir
(101). D vitamininin nétrofiller lizerine olan etkisi hakkinda sinirli sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Nétrofillerin VDR bulundurdugu bilinmektedir (102), ancak
CYP27B1 enzim sentezinin bulunmadigi ve dolasimdaki 1,25-D tarafindan
fonksiyonlarmin diizenlendigi diistiniilmektedir (94). Yapilan bir ¢alismada 1,25-
D’nin nétrofillerde apoptozisi arttirdigr bildirilmistir. Bagka bir calismada 1,25-
D’nin nétrofillerin  Streptococcus pneumonia etkenlerini 6ldiirme kabiliyetini
arttirdig1 ve inflamatuvar sitokin iiretimini azaltip antiinflamatuvar sitokin olan
IL-4 sentezini arttirdig1 bildirilmistir (94).

Eozinofiller, hiicre dis1 enfeksiyoz etkenlere karsi savunmada gorevli
hiicrelerdir. D vitamini eozinofilleri inhibe eder, D vitamini yetersizliginde
eozinofil aracili inflamasyonda artis oldugu bildirilmistir (83).

NK hiicreleri, enfekte hiicreleri dldiirerek ve makrofajlar1 aktive ederek
hiicre i¢i mikroorganizmalara karsi savunmada gorev yapan hiicrelerdir (2). 1,25-
D, NK hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarini kuvvetlendirir ve aynm1 zamanda

inflamatuvar sitokin ekspresyonunu azaltir (103).
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Fagositik hiicrelerden olan monositler, notrofillerden farkli olarak damar
dis1 dokularda daha uzun siire yasar ve dokulara yerlesen monositler farklilasarak
makrofaj olarak isimlendirilir (2). Patojenle karsilasan monosit ve makrofajlarda
VDR ve CYP27B1 ekspresyonu artarak, enfeksiyon bolgesinde 1,25-D tiretimi
gerceklesir (104, 105). Bu hiicrelerde hem CYP27B1 enzim aktivitesi yiiksek
diizeylere ¢ikabildigi i¢in hem de CYP24A1l enzim aktivitesi pek etkin olmadigi
icin makrofajlarin aktivitesinin arttigi bazi hastaliklarda dolasimdaki 1,25-D
artisgtna  baghi  olarak  hiperkalsemi  ve  hiperkalsiiiri ~ semptomlari
gozlenebilmektedir (69, 98). 1,25-D, monositlerin ve makrofajlarin antimikrobiyal
etkinligini arttirir ancak bu hiicrelerin T lenfositleri stimiile etme kapasitesini
diisiirir ve bodylece dogal bagisikligi kuvvetlendirirken kazanilmis bagisiklig
baskilar (106). 1,25-D, monositlerin makrofajlara doniisiimiinde gorev alir, bunun
yaninda DC olgunlagsmasini inhibe eder ve daha tolerojenik yapida olmalarini
saglar (63, 101, 107). Ayrica proinflamatuvar karakterde olan M1 makrofaj
yanitin1 anti-inflamatuvar karakterli M2’ye doniistiirir (83, 107). D vitamini
makrofajlarda ve DC’lerde proinflamatuvar yanit olusumunda gorevli bir protein
olan niikleer faktor kB aktivitesini baskilayarak inhibitor kB ekspresyonunu
arttirmaktadir (107).

In vitro olarak LPS ile stimiile edilen sigir monositlerinde CYP27B1 gen
ekspresyonu ve dolayisi ile 1,25-D sentezinin 6nemli diizeyde arttig1 gésterilmistir
(105).

In vitro yapilan bir ¢alismada, 1,25-D’nin makrofajlar tarafindan fagosite
edilmis olan E. coli etkenlerinin makrofajlarin i¢indeki replikasyonunu sinirladigi

bildirilmistir (108).
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DC kazanilmis bagisiklik hiicrelerine antijen sunmakla gorevli hiicrelerdir.
D vitamini in vitro olarak DC’lerden IL-12 sekresyonunu azaltirken, IL-10
sekresyonunu arttirir ve bodylece DC’lerin gelisimini sinirlandirir ve daha
tolerojenik bir durumda kalmalarina neden olur (103). Bu etki plazmasitik
DC’lere oranla myeloid DC’lerde daha belirgindir. Normal kosullarda myeloid
DC naif T hiicre yanitin1 baslatmada daha aktiftir. Buna karsin plazmasitik DC
daha tolerojenik ve immiinsupresif karakterdedir (100).

S1gir monositik DC ile in vitro yapilan bir ¢alismada 1,25-D eklenen hiicre
kiiltirlerinin eklenmeyenlere oranlara daha fazla IL-10 ve daha az IL-12

sentezledigi bildirilmistir (109).

3.2.5.1.2. D Vitamininin Kazanilms Bagisikhiktaki Rolii

Makrofajlar ve DC gibi antijen sunan hiicreler tarafindan uyarilan T
lenfositlerin sitokin, B lenfositlerin ise immiinglobulin iireterek antijenlere karsi
spesifik  olarak viicudu savunmasi, kazanilmis bagisikligin  temelini
olusturmaktadir (69).

Aktive olmamis yani dinlenme durumundaki T hiicreleri CYP27B1 enzim
aktivitesi gostermez ve diisiik diizeyde VDR eksprese ederler. T hiicrelerinin
aktivasyonundan 24-48 saat sonra CYP27Bl1 ve VDR aktive olmaktadir. Bu
nedenle 1,25-D’nin antijen ortadan kaldirildiktan sonra T hiicrelerinin pasifize
edilmesinde gorevli oldugu diisiiniilmektedir (110).

Genel olarak 1,25-D, Th1/Th17 yamittimi  Th2/Treg yanitina
dontistirmektedir (111-113). IL-17 bir¢ok otoimmiin hastaligin patojenezinde rol
almaktadir. Ancak ayni1 zamanda 6zellikle mukoz membranlarin patojenlere karsi

savunmasinda da 6nemli gorevleri bulunmaktadir.
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Bu nedenle IL-17’nin baskilanmasi viicudun bazi enfeksiyoz etkenlere
kars1 savunma giiciinli azaltabilmektedir. Citrobacter rodentium ile enfekte edilen
farelere intraperitonal 1,25-D uygulandiginda farelerin enfeksiyona duyarliliginda
ve dokulardaki bakteri sayisinda artis oldugu bildirilmistir (114).

Thl hiicrelerinin aktivasyonu sonucu IFN-y sentezi artar. IFN-y
makrofajlarda CYP27B1 sentezini arttirdig1 bilinen en gii¢lii stimiilatordiir (115).
D vitamininin in vitro olarak IFN-y sentezini ve dolayisi ile Thl immiin yanitini
baskiladig1 ve ayn1 zamanda IL-4, IL-5 ve IL-10 {iretimini arttirarak Th2 yanitini
kuvvetlendirdigi gosterilmistir (116). D vitamini yetersizligi durumunda birgok
otoimmiin hastaligin ortaya ¢ikma riski veya var olan hastaligin siddeti
arttirmaktadir (100).

CD8" T hiicrelerinin CD4" T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlara oranla
daha fazla VDR bulundurdugu bildirilmis (118, 119) olmasina karsin ilging bir
sekilde CD4" T hiicrelerinin aksine CD8" T lenfositlerin 1,25-D’ye yanit1 zayiftir
(80, 118).

Naif B hiicreleri antijenle karsilastiginda aktivasyona ugrar. Aktive olmus
B hiicreleri klonal ¢ogalma ve farklilasma asamalarindan gectikten sonra bir kismi
immiinglobulin salgilayan plazma hiicrelerine, bir kismi ise uzun omiirlii bellek
hiicresine donligmektedir (2).

B hiicrelerinde dinlenme durumunda diisiik diizeyde olan VDR ve
CYP27B1 ekspresyonu B hiicreleri aktive oldugunda artar (119).

In vitro yapilan bir ¢alismada, 1,25-D’nin B hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ederek apoptozu uyardig1 ve ayrica B hiicrelerinin hafiza B hiicrelerine ve

plazma hiicrelerine doniisiimiinii inhibe ettigi gosterilmistir (119).
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Bu etkilerinden dolay1r 1,25-D’nin otoantikor sentezinin azaltilmasina
yardime1 oldugu ve otoantikor aracili otoimmiin hastalik riskini azalttig
diistiniilmektedir (98).

1,25-D’nin B hiicrelerinde IL-10 sentezini arttirdigi gosterilmistir (120).
Ayrica in vitro yapilan bir ¢alismada 1,25-D’nin B hiicrelerinden IgE sentezini
azalttig bildirilmistir (121).

3.2.5.1.3. D Vitamini ve Intestinal Immiinite

Bagirsaklarda bulunan biitiin hiicre popiilasyonlar1t CYP27B1 aktivitesine
sahiptir ve bagirsaklar D vitamini agisindan aktif bir bolgedir (103).

D vitamininin intestinal epitelyal bariyer fonksiyonunu kuvvetlendirdigi ve
ozellikle inflamatuvar durumlarda intestinal epitelyal hiicrelerin apoptozunu
azalttigr gosterilmistir (103). Apoptoz artisi neonatal buzagi diyarelerinin
patojenezinde 6nemli bir yere sahiptir.

Intestinal epitelyal hiicre kiiltiiriine LPS eklendiginde TNF-o. sentezinin
arttig1, epitelyal permeabilitenin arttigi ve hiicrelerin yasama giiciiniin azaldigs;
ortama 1,25-D eklendiginde ise tiim bu etkilerin azaldig: bildirilmistir (122).

Bagka bir in vitro calismada 1,25-D, E. coli’nin neden oldugu
permeabilite artisini engellemis ve bagirsak mukozasinin fiziksel biitiinliigliniin

korunmasini saglamistir (123).

3.2.5.1.4. D Vitamini ve Enfeksiyoz Hastahklar

Enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde D vitamini kullanimi1 aslinda D
vitamininin kesfinden ¢ok daha Onceye dayanmaktadir. Hipokrat ilk kez

tiiberkiiloz tedavisinde giines 151811 kullanmistir (124).
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Bazi enfeksiy6z ve inflamatuvar hastaliklarda serum 25-D diizeyinin
azaldig, 1,25-D diizeyinin ise arttig1 bildirilmistir (125, 126).

Dabak ve ark. (127) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Koriza Gangrenoza
Bovumlu sigirlarda serum 1,25-D konsantrasyonlarinin kontrol grubuna oranla
onemli diizeyde arttig1 gosterilmistir. Serum PTH konsantrasyonunun ise kontrol
grubuna oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir. 1,25-D diizeyindeki bu artisin
ektrarenal sentezden kaynaklanmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Deneysel olarak BVDV ile enfekte edilen buzagilarda enfeksiyondan sonra
serum 25-D diizeyinin kontrol grubuna gore onemli diizeyde azaldigi; 1,25-D
diizeyinde ise istatistiksel olarak farklilik olmadigi gosterilmistir (128).

Giardia duodenalis ile enfekte kuzularda serum 25-D diizeyi kontrol
grubuna gore daha diisiik olarak bulunmustur (129).

Sigirlarda yapilan bir ¢alismada intramammar Streptococcus uberis
inflizyonu ile mastitis olusturulduktan sonra hayvanlar iki gruba ayrilmis ve bir
grup intramammar 25-D ile tedaviye alinmis diger gruba ise herhangi bir tedavi
uygulanmamistir. 25-D ile tedavi edilen grupta siitteki bakteri sayisinin azaldig
gozlenmistir (130).

Kopeklerde yapilan bir ¢alismada kritik hastaligi olan kopeklerin serum
25-D seviyeleri saglikli kontrol grubuna oranla onemli Olglide daha diisiik

bulunmustur (131).

3.2.5.1.5. Organizmanin D Vitamini Durumunun Degerlendirilmesi

Fizyolojik olarak en aktif D vitamini metaboliti 1,25-D’dir. Ancak D
vitamini diizeyi belirlenirken ¢ogunlukla serum 25-D seviyesine bakilmaktadir.

Bunun birkag farkli nedeni vardir.
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Insanlarda vitamin D ile iliskili hastaliklarin cogunda 1,25-D degil 25-D
diizeyinde degisim oldugu goriilmektedir (93). 25-D’nin yar1 émrii 20-24 giin iken
1,25-D’nin yar1 6mrii 4-15 saattir. 1,25-D’nin dolasimdaki konsantrasyonu 25-
D’nin yaklasik 1/1000 kadardir. Bunlara ek olarak D vitamininin 25-D
hidroksilasyonu biiyiik oranda substrat bagimli bir reaksiyondur yani dolasimdaki
25-D diizeyi, diyetle viicuda alinan ve deride sentezlenen toplam D vitamini
miktari ile orantilidir (67). Bundan dolayr D vitamini diizeyinin belirlenmesinde
25-D diizeyi daha kullanigh olarak kabul edilmistir.

Kan serumu herhangi bir antikoagulant i¢ermediginden D vitamini
metabolitlerinin 6l¢limii i¢in en uygun materyal olarak kabul edilmektedir (132).

D vitamini metabolitlerinin belirlenmesinde farklt bazi yontemler
bulunmaktadir. LC-MS/MS 6l¢iim metodu altin  standart olarak kabul

edilmektedir (132).

3.3. Neonatal Buzag Ishalleri

Neonatal donem adi verilen dogumdan sonraki ilk dort haftalik siirede
meydana gelen buzagi kayiplarmin %50’den fazlasinin ishal kaynakli oldugu
bildirilmektedir (1). Ishal olusumunda enfeksiyoz etkenler, buzagimnin immiinitesi,
beslenme ve gevresel faktorler gibi birgok farkli sebep rol almaktadir.

Buzagi ishalleri enfeksiyoz veya non-enfeksiyoz bashiklar1 altinda
gruplandirilabilir. Bakteri, virlis ve protozoa gibi farkli tiirden patojenler tek
baslarina veya miks enfeksiyonlar seklinde ishal olusturabilmektedir (1). Buzagi
ishallerinde en sik karsilagilan enfeksiyoz etkenlerin Escherichia coli (E. coli),
Rotaviriis, Coronaviriis (Koronaviriis) ve Cryptosporidium parvum (C. parvum)

oldugu bildirilmektedir (134-136).
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Ishal patofizyolojik olarak; absorbsiyon kapasitesinin  azalmasi
(malabsorbsiyon), ozmotik basing artisi, sekresyon artigi, anormal bagirsak
hareketliligi, hidrostatik basing artisi, gastrointestinal inflamasyon ve villoz
epitelyal hiicre erozyonu gibi mekanizmalar ile olusabilmektedir (137). Villoz
epitelyal hiicrelerin kayb1 maldigesyona sebep olabilir. Ciinkii bu hiicreler siitiin
sindiriminde gorevli laktaz gibi baz1 6nemli enzimleri tiretmektedir (135).

Enfeksiyoz etken ve mekanizmasi ne olursa olsun ishal sebebiyle gaita ile
stvi ve elektrolit atilimi artar ve buna bagli olarak hayvanda dehidrasyon,
elektrolit bozukluklari, metabolik asidoz, negatif enerji dengesi ve D-laktat artis
sekillenebilir (138).

Metabolik asidoz fekal bikarbonat kaybina, perfiizyonu azalan dokularda
artan L-laktat iiretimine ve bagirsaklarda bakteriyel fermantasyon sonucu D ve L-
laktat artigina baglh olarak gelisir (137).

Dehidrasyon ve asidoza bagli olarak emme refleksi bozulur. Vaskiiler
kollaps ve elektrolit bozukluklarina baglh gelisen kalp yetmezligi, malnutrisyon ve
hipoglisemi sonucu 6liim gergeklesebilir. Ayrica E. coli gibi baz1 Gr (-) bakteriyel
enfeksiyonlarin sebep oldugu enterotoksemi direkt olarak dolasim yetmezligine

sebep olabilir (137).

3.3.1. E. coli ishalleri
E. coli normal bagirsak florasinda bulunan Gr (-) bir bakteridir ve E. coli

popiilasyonunun sadece kiigiik bir kismi patojenik olarak degerlendirilmektedir
(135, 139). E. coli diyareleri tipik olarak 3 giinliikten kiigiik yastaki buzagilarda
ortaya ¢ikmaktadir. Ancak rotaviriis ile eszamanli enfeksiyonlarda bu siire 7-14

giinliik yasa kadar uzayabilmektedir (135).
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Enterik kolibasilloz olarak da adlandirilan E. coli enfeksiyonlari
buzagilarda enterik veya septisemik formlarda ortaya ¢ikmaktadir (139).

Ishal olusturan 6 adet major E. coli patotipi vardir. Bunlar; enterotoxigenic
(enterotoksijenik), enteropathogenic (enteropatojenik), shiga toxin producing
(shiga-toksin iireten, enterohemorajik E. coli dahil), enteroaggregative
(enteroagregatif), diffusely adherent (diffiiz baglanan) ve enteroinvasive
(enteroinvazif)’dir (140). Enterotoksijenik E. coli (ETEC) K99 fimbriya, 1s1-
dayaniksiz labil toksin ve 1s1 stabil toksin iiretir. K99 antijeninin ince bagirsak
epitelyumuna baglanma kabiliyeti buzaginin yasma baghdir ve 12. saatten 2
haftalik oluncaya kadar kademeli olarak azalir (134).

Shiga toksin {ireten/Enterohemorajik E. coli enfeksiyonlari intestinal
mukozada sitotoksik hasara sebep olur ve mukohemorajik kolitis, dizanteri gibi
semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (137).

E. coli ishallerinde sekresyon artisi sekillenir (135). E. coli toksinleri
bagirsak lumenine sodyum (Na), klor (CI), potasyum (K) ve bikarbonat (HCO3)
sekresyonunu arttir ve buna bagli olarak gelisen ozmotik etki ile su bagirsak
lumenine gecer (134, 137). E. coli ishallerinin patojenezinde sekresyon artiginin
yaninda absorbsiyon kapasitesinin diigmesinin de rolii bulunmaktadir. Is1 stabil
toksin sodyumu hiicre i¢ine alip hidrojen iyonunu hiicre disina ¢ikaran membran
proteinini inhibe ederek malabsorbiyona neden olmaktadir (134). E. coli
ishallerinde kisa siire igerisinde siddetli dehidrasyon tablosu olusabilmektedir.
Bagirsaklarin lumenine sivi gecisine bagli olarak bazen hayvanda klinik olarak
heniiz ishal olusmamasimna ragmen hayvan dehidrasyona ve/veya -elektrolit

kaybina bagl olarak 6lebilir (141).
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3.3.1.1. E. coli Enfeksiyonlarinda immiin Yamt

E. coli gibi Gr (-) bakterilerin hiicre duvarinda bulunan LPS, immiin
sistem hiicrelerinde yiiksek diizeylerde sitokin sentezine neden olur. LPS, sepsis
ve septik sok patojenezinde rol aldigi bilinen en etkili mikrobiyel aracidir (1).

E. coli enfeksiyonlarinda yapilan ¢aligsmalarda genel olarak Thl ve Th17
yanitt ve proinflamatuvar sitokin konsantrasyonlart kontrol gruplarindan daha
yiiksek olarak bildirilmistir (91, 142-144).

Sigir notrofil hiicre kiiltiirli ile in vitro yapilan bir ¢alismada LPS ile
stimiile edilen hiicrelerde TNF-a, IFN-y, IL-1B ve IL-12 sekresyonunda artis
oldugu bildirilmistir (142). Ayrica E. coli ile enfekte meme bezlerinde IL-17
ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (143).

E. coli ile enfekte edilen farelerin serum IL-6 ve IFN-y diizeylerinde artis
oldugu, buna kargin TNF-a, IL-1p, IL-4, IL-10 ve IL-12 diizeylerinde istatistiksel
olarak farklilik olmadigi bildirilmistir (144).

LPS tarafindan aktive edilen Mitogen-activated protein kinase (MAP
kinase), TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin tiretiminde goérevli bir
protein kinazdir. Mitogen-activated protein kinase phosphatase (MKP)’ler MAP
kinazlar inaktive eder ve boylece LPS tarafindan uyarilan proinflamatuvar yaniti
baskilar. In vitro monosit ve makrofaj hiicre kiiltiirlerine LPS eklenerek yapilan
bir caligmada ortama Vitamin D eklendiginde MKP-1 ekspresyonunda 6nemli
seviyede artis oldugu ve buna bagl olarak TNF-o ve IL-6 liretiminin inhibe
oldugu bildirilmistir (91).

LPS ile uyarilan farkl hiicre kiiltiirlerinde yapilan in vitro bir ¢alismada D
vitamininin hiicre tiiriine gore farkl etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada

LPS ile uyarilan nétrofillerde TNF-o ve IL-6 sentezinde LPS eklenmeyen kontrol
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grubuna oranla artis oldugu ve 1,25-D’nin bu sitokinlerinlerin {iretiminde bir
farkliliga neden olmadig: bildirilmistir. Ayrica ne LPS ne de 1,25-D nétrofillerde
IL-1pB iiretiminde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olusturmustur. LPS ile uyarilan makrofajlarda ise IL-1B, IL-6 ve TNF-a
iiretiminde artig oldugu ve 1,25-D’nin IL-6 ve TNF-a iiretiminde istatistiksel bir
farkliliga neden olmadigi ancak hem LPS ile uyarilan hiicrelerde hem de kontrol
grubunda IL-1B dretimini arttirdigr bildirilmistir. LPS ve/veya 1,25-D’nin
notrofillerin fagositoz kapasitesinde bir degisiklige neden olmadigi; buna karsin
LPS ve 1,25-D kombinasyonunun makrofajlarin fagositoz kapasitesini onemli

olglide azalttigi bildirilmistir (145).

3.3.2. Rotaviriis ishalleri

Rotaviriis buzagilarda ilk tespit edilen viral diyare etkenlerinden biridir ve
bu nedenle Onceleri neonatal buzagi diyare viriisii olarak adlandirilmistir (134).
Reoviridae ailesinden olan rotaviriislarin antijenik O6zellikleri bakimindan A-H
olmak iizere 8 farkli alt grubu bulunmaktadir. Bunlarin arasinda Grup A rotaviriis
klinik olarak en yaygin olandir (146).

Rotaviriis, neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde en sik olarak goriilen
patojenlerden biridir. Genellikle 5-14 giinliik buzagilarda goriiliir ancak bazen ilk
24 saat iginde bile goriilebilmektedir (135). Viriis 12-24 saat gibi kisa bir
inkiibasyon siiresinden sonra perakut diyare olusturur (1).

Rotavirlis genig bir pH araliginda stabil kalabilir. Ayrica siit
gastrointestinal kanalin olumsuz kosullarina kars1 tampon aktivitesi gosterir (147).
Rotavirtiis oral yolla alindiktan sonra ilk olarak duodenal enterositleri enfekte eder

ve proksimalden distale dogru ilerleyerek diger ince bagirsak boliimlerine yerlesir.
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Enfekte enterositler virionlar tarafindan parcalanir ve bu hiicrelerin yerini
heniiz olgunlagsmamis hiicreler alir. Bu olgunlasmamis hiicrelerin absorbsiyon
kapasitesi ve laktaz gibi bir¢ok enzimatik aktivitesi yetersizdir. Bunun sonucu
olarak bagirsaklardan glikoz, HCOg3, Na, Cl, K ve su atilir. Ayrica bagirsaklarda
biriken siitiin mikrobiyal fermentasyonu sonucu laktik asit artis1 sekillenir (148).

Rotaviriisiin primer olarak villoz atrofi ve malabsorbtif diyare olusturdugu
diistiniilmektedir (149). Ancak toksin aracili sekresyon artisinin da rotaviriis
diyarelerinin patojenezinde roliiniin oldugunu gosteren bulgular vardir (134).

Nonstructural glycoprotein 4 (NSP4) toksin kaynakli patojenik etkilere yol
actig1 diisiiniilen bir rotaviriis proteinidir. NSP4, disakkaridazlarin hiicre i¢inden
bagirsak lumenine gegisini inhibe ederek karbonhidratlarin sindirimini azaltip
maldigestif diyareye sebep olur. Ayrica direkt olarak Na glikoz tasiyicilarin

aktivitesini inhibe ederek glikoz ve su absorsiyonunu azaltir (134).

3.3.2.1. Rotaviriis Enfeksiyonlarinda immiin Yanit

Viicudun rotaviral enfeksiyonlara karsi savunulmasinda hem dogal hem de
kazanilmig immiin yanit gereklidir.

Dogal bagisiklik sisteminin bir komponenti olan kollektinler bazi bakteri
ve virlislere baglanarak fagositik hiicreler tarafindan fagosite edilmelerini
destekleyen antimikrobiyal proteinlerdir. In vitro olarak kollektinlerin rotaviriisu
notralize ettigi ve antiviral etkinlik gosterdigi bildirilmistir (150).

Kazanilmig immiin yanitta B hiicreleri rotaviriis i¢in spesifik IgA ve 1gG
antikorlar1 iiretir. CD4" yardimer T hiicreleri iirettigi sitokinler araciligi ile bu
siirece katkida bulunur. CD8" sitotoksik T hiicreleri ise rotaviriisiin direkt olarak

yok edilmesini sagladigi i¢in kritik onemdedir (147).
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Rotaviriis enfeksiyonlarina karst hem Thl hem de Th2 immiin yanitin
onemli rollerinin bulundugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Domuzlarda
rotaviriis ile olusturulan diyare modelinde serum IL-6 diizeyinin arttig1
bildirilmistir (151). Oral anti-1L-10 antikoru verilen buzagilarda kontrol grubuna
oranla fekal rotaviriis sa¢ilma prevalansinin arttigi gozlenmistir (152). Baska bir
¢salismada rotaviriis inokiile edilen ratlarin duodenum, jejenum ve ileumlarinda
IL-2, IL-10, TNF-a ve IFN-y sentezinin arttig1 bildirilmistir (153).

D vitamininin rotaviriis enfeksiyonlarina karsi savunmada onemli oldugu
hem in vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir. Rotaviriis ile enfekte edilen
intestinal epitelyal hiicre kiiltiirinde CYP27B1 sentezinde artis oldugu ve
fizyolojik konsantrasyonlardaki 25-D’nin bu hiicrelerde rotaviriis replikasyonunu
sinirlandirdigi bildirilmistir. Arastirmacilar D vitamininin bu koruyucu etkisinin
retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1) mekanizmasi ile olustugunu gostermistir
(154). Aymi aragtirmacilarin domuzlar {lizerinde yaptigi in vivo bir ¢aligmada
domuzlar iki gruba ayrilarak diisiik (200 IU) ve yiiksek (5000 IU) diizeyde D
vitamini bulunan iki farkli rasyon ile bir hafta beslenmis, sekizinci giin oral yolla
rotaviris ile enfekte edilmistir. Enfeksiyondan sonra yiiksek D vitamini grubunun
bagirsaklarinda villuslarin ytiksekliginin ve kriptlerin derinliginin diisik D
vitamini grubuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica yiiksek D
vitamini grubunda gilinliikk canli agirlik artisinin, giinlik yem tiiketiminin ve
yemden yararlanma oranimnin, diisik D vitamini grubuna oranla daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Diigiik D vitamini grubundaki domuzlarin serum IL-2, IL-6
ve IFN-B diizeylerinin yiiksek D vitamini grubuna oranla énemli diizeyde daha

yiiksek oldugu bildirilmistir (155).
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Ayrica rotaviral diyareli ¢ocuklarin serum 25-D diizeylerinin saglikli
cocuklara oranla 6nemli diizeyde diisiik bulunmus olmas1 (156) da D vitamininin

rotaviriis enfeksiyonlarina kars1 6nemini ortaya koymaktadir.

3.3.3. Koronaviriis ishalleri

Koronaviriis alfa, beta ve gamma olmak lizere en az ii¢ alt sinifa
ayrilmaktadir (157). Bovine Corona Viriis (BCoV) ve Human Coronavirus
(HCoV) betacoronavirus alt sinifinda yer almaktadir (158). BCoV tek sarmall,
genetik materyal olarak RNA bulunduran zarfli bir viriistiir (159). Koronaviriis
pneumoenteric bir viriistiir ve sigirlarda neonatal diyarenin disinda kis dizanterisi
ve solunum yolu hastaliklarinin olusumuna da neden olabilir (160, 161).

Koronaviriislerde hemagglutinin-esterase protein (HE), spike glycoprotein
(S), small membrane protein (E), membrane protein (M) ve nucleocapsid protein
(N) olarak adlandirilan bes adet major yapisal protein bulunur. Bunlardan S ve HE
proteinleri viriisiin hiicre i¢ine girmesinde ve virlise karst immiin yanit
olusturulmasinda 6nemlidir (159). S protein S1 ve S2 alt initelerinden olusur.
Periferal bir protein olan S1 viriisiin konakg1 hiicre reseptorlerine baglanmasinda,
hemaglutinasyon aktivitesinde ve antiviral antikor sentezinin uyarilmasinda rol
alir. S2 viriisiin ve konakg1 hiicre membranlarinin fiizyonunda gérevlidir (158).

Koronaviriis ishalleri genelde 5-30 giinliik buzagilarda goriilmekte ve 7-
10. giinlerde pik yapmaktadir (162). Koronaviriis hem ishalli hem de saglikli
buzagilarin digkilarinda bulunabilir. Ancak ishalli buzagilarda insidens % 8-69

arasinda iken saglikli buzagilarda % 0-24 arasinda oldugu bildirilmistir (161).
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Rotaviriis ve C. parvum diyarelerinde oldugu gibi Koronaviriis diyareleri
de malabsorsiyon ve maldigesyon sebebi ile olusmaktadir. Koronaviriis primer
olarak villéz epitelyal hiicreleri hedef almaktadir. Ancak kript enterositler ve
kolonositler de koronaviriis tarafindan etkilenebilmektedir. Bundan dolay:
genellikle koronaviriis diyarelerinde klinik belirtiler daha uzun siire devam eder
(134).

Buzagilarda deneysel olarak olusturulan enfeksiyon modelinde klinik
belirtiler ortadan kalktiktan aylar sonra bile PCR araciligiyla plazma ve nazal
sekresyonlarda viral RNA tespit edildigi bildirilmistir (163).

Koronaviriis ve rotaviriis diyareleri epidemiyolojik ve patofizyolojik
bakimdan ¢akismaktadir (134), ancak koronaviriis diyareleri hem ince hem kalin
bagirsaklar1 etkilediginden rotaviral diyareye gore klinik olarak genellikle daha

ciddi hastalik tablosu ve daha yiiksek mortalite ile karakterizedir (139, 161).

3.3.3.1. Koronaviriis Enfeksiyonlarinda iImmiin Yanit

Koronaviriis tiirler aras1 transmisyon yoniinden biiylik bir potansiyele
sahiptir ve bazen insanlarda da salgin hastaliklara sebep olabilmektedir (158).
Koronaviriis diyareli buzagilardan alinan 6rneklerden S protein gen analizi ile
yapilan bir ¢alismada BCoV ve HCoV arasinda yiiksek diizeyde benzerlik oldugu
bildirilmistir (158).

Insanlarda 2019 yilinda tespit edilen ve yeni tip koronaviriis (COVID-19)
olarak adlandirilan hastaligin patojenezinde immiin sistemin asir1 aktivasyonu
sonucu immiin yanitin proinflmatuvar olan Th1 yoniine kaymasindan kaynaklanan

sitokin firtinas1 fenomeninin rolii oldugu ortaya konulmustur.
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D vitamininin immiin yaniti Th1’den Th2’ye yonlendirdigi bilindigi i¢in
(164), bu bilgiden hareketle giiniimiizde D vitamini ve COVID-19 arasindaki
iliski yogun olarak arastirilmaktadir.

Diisiik serum D vitamini diizeyinin hastalik riskini, hastaligin siddetini ve
mortalitesini arttirdigini bildiren ¢alismalar (165-167) oldugu gibi D vitamini ile
COVID-19 hastalig1 arasinda iliski bulunmadigini bildiren (168, 169) calismalar
da mevcuttur ve bu iligki heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir.

Koronaviriis enfeksiyonlarina kars1 gastrointestinal mukozal yiizeyde lokal
immiin yanit 6nemli bir yer tutar. Buzagilar dogumdan sonraki ilk birkag¢ haftalik
donemde kolostral immiinglobulin G (IgG) tarafindan saglanan pasif bagisikliga
bagimlidir. Daha sonraki donemde aktif bagisikligin bir formu olarak sekretorik

immiinglobulin A (IgA) sentezi baglar (170).

3.3.4. C. parvum fshalleri

C. parvum bir¢ok iilkede neonatal buzag: ishallerinde en sik rastlanan
etkenlerden biridir (136, 171). Ana konakgisi buzagilar olan bu protozoon
insanlarda da ishale sebep olabilmektedir (171, 172). Sigirlarda yapilan bir
calismada dogumdan itibaren 24 aylik yasa kadar fekal ornekler C. parvum
yoniinden arastirilmistir. 2 haftalik buzagilarin % 96,6’s1 pozitif bulunmus ve
buzagilarin yasi ilerledik¢e bu oranin diistiigi bildirilmistir (173).

Sigirlarda en sik olarak C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve C. andersoni
tirlerine rastlanir. C. andersoni daha ¢ok yetigskin sigirlarin abomazumunda
enfeksiyon olusturur. C. bovis, C. ryanae tiirleri sigirlarda klinik olarak hastalik

olusturmaz (171).
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C. parvum diyareleri genelde 5-28 giinlik buzagilarda goriliir.
Cryptosporidium ookistleri fekal-oral yol ile alindiktan sonra genelde 3-4 giin
icinde maldigesyon, malabsorbsiyon ve ozmotik etkiler sebebi ile diyare olusturur
(139, 171).

C. parvum eksistasyon (enfektif sporozoitlerin serbestlesmesi), merogoni
(konakg¢1 hiicre iginde eseysiz ¢ogalma), gametogoni (mikro ve makrogamet
olusumu), fertilizasyon (mikro ve makro gametlerin birlesmesi), ookist duvari
olusumu (bir konak¢idan digerine bulasan dis ortam sartlarina direngli form) ve
sporogoni (enfektif sporozoitlerin olusumu) olarak isimlendirilen ve tek bir
konake¢inin gastrointestinal sisteminde tamamlanan alti adet major gelisme
asamasi olan kompleks bir yasam dongiisiine sahiptir (174). Sporozoitler bagirsak
lumenine ya ince duvarli ya da kalin duvarhi ookist seklinde salmabilir. Ince
duvarli ookistler konakg¢iyr tekrar (re-enfeksiyon, otoenfeksiyon) enfekte
edebilmektedir. C. parvum bu ’oto-enfeksiyon’’ olusturabilme yetenegi
sayesinde kisa siire i¢inde yiliksek miktarda yeni ookist olusturabilir ve bazen 1-2

hafta boyunca devam eden diyarelere sebep olabilir (171).

3.3.4.1. C. parvum Enfeksiyonlarinda iImmiin Yanit

C. parvum enfeksiyonuna karsi savunmada hem dogal hem de kazanilmis
immiinitenin 6nemini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.

Dogal bagisiklikta gorevli TLR’ler enterositlerde  homeostazin
devamliligin1  saglayarak ve inflamasyonu uyararak mukozal yiizeyin

korunmasinda rol alir.
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Farelerde in vivo yapilan bir c¢alismada TLR4 geni bulundurmayan
farelerde C. parvum enfeksiyonu daha uzun siire devam etmistir (175). Ayrica C.
parvum enfeksiyonlarina Kkarsi savunmada nitrik oOksitin  6nemli oldugu
gosterilmistir (176).

C. parvum enfeksiyonlara kars1 kazanilmig bagisiklik yanitinda IFN- y
basta olmak tiizere Thl sitokinlerinin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.
IFN-y knock-out farelerin C. parvum enfeksiyonlarina daha duyarli oldugu
bildirilmistir (177). Farelerde olusturulan bir C. parvum enfeksiyon modelinde C.
parvum ookistleri inokule edilmeden 6nce eksojen IL-12 uygulanan farelerde
enfeksiyon olusmadigi veya enfeksiyonun siddetinin daha az oldugu bildirilmistir.
IL-12’nin  bu etkisinin IFN-y sentezini arttirmasindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Aynm1 ¢alismada IL-12’nin bu koruyucu etkisinin anti-IFN-y
antikoru verildiginde tamamen bloke oldugu gosterilmistir (178).

Barakat ve ark. (179) NK hiicrelerinin C. parvum enfeksiyonundaki roliinii
aragtirmak amaciyla iki farkli fare grubuna oral C. parvum ookistleri vererek
deneysel enfeksiyon modeli olusturmustur. Birinci grup T ve B lenfositlerden
yoksun farelerden, ikinci grup T lenfositleri, B lenfositleri ve NK hiicrelerinden
yoksun olan farelerden olusturulmustur. Calismanin sonunda NK hiicrelerinden
yoksun olan grupta bulunan farelerin tamamimin 6ldiigii ancak NK hiicreleri
bulunduran farelerin hic¢birinin 6lmedigi bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alismada anti-
IFN-y uygulandiginda her iki denek grubunda enfeksiyonun siddetinin arttig
gozlenmistir. Bu sonuglara dayanilarak C. parvum enfeksiyonuna karsi immiin
yanitta [FN-y’nin 6nemli rolii oldugu ve NK hiicrelerinin IFN-y sentezlemenin

yaninda bagka gorevlerinin de olabilecegi bildirilmistir.
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Campbell ve ark. (180) IL-4 veya IL-10 bulundurmayan farelere C.
parvum ookistleri inokiile edildiginde enfeksiyon olusmadigini, buna karsin I1L-12
bulundurmayan farelerde enfeksiyon olustugunu bildirmistir. Buna karsin Raabis
ve ark. (152) buzagilara oral yolla anti-IL-10 antikoru verildiginde C. parvum
prevalansinda bir degisiklik olmadigini bildirmistir.

C. parvum enfeksiyonlarinda Th1/Th2 sitokinlerini arastirmak i¢in Li ve
ark. (181) oral C. parvum ookistleri verilerek enfekte edilen buzagilar {izerinde
deneysel bir ¢alisma yapmistir. Bu calismada Thl ve Th2 immiin yanitin
degerlendirilmesinde sirasiyla IFN-y ve IL-4 kullanilmistir. Serum IFN-y/IL-4
oraninin enfeksiyondan sonraki 3. glinden itibaren artmaya basladigi ve gaita ile
ookist saciliminin maksimum diizeye ulastigir 6. giin IFN-y/IL-4 oraninin pik
yaptig1 bildirilmistir.

C. parvum ile enfekte edilen farelerin kontrol grubuna oranla daha yiiksek
diizeyde IL-17, IL-6 ve TNF-a irettikleri bildirilmistir (182). C. parvum ile
enfekte insanlarin jejenum biyopsilerinde TNF-o diizeyinin arttigi bildirilmistir
(183). In vitro yapilan bir ¢alismada, TNF-o eklenen fare enterosit hiicre
kiiltiirlerinde C. parvum gelisiminin kontrol grubuna gore dnemli 6lciide azaldig:
bildirilmistir (184).

Sigir jejenum biyosi materyali ile yapilan bir C. parvum enfeksiyon
modelinde IL-17 diizeyinde 6nemli diizeyde artis oldugu bildirilmistir (185).

Deneysel olarak iyilesen ve iyilesmeyen olmak {izere iki farkli fare grubu
ile olusturulan C. parvum enfeksiyon modelinde, iyilesmeyen grup olarak IFN-y
knock-out fareler kullamilmustir. lyilesmeyen fare grubunda IFN-y iiretiminin

olmadigy; iyilesen gruptaki farelere oranla daha diisiik diizeyde IL-2, IL-4 ve daha
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yiiksek diizeyde IL-5, IL-6 ve IL-10 dretildigi bildirilmistir. Bu sonuglar C.
parvum enfeksiyonuna karsi savunmada hem Th1 hem Th2 immiin yanitin gerekli

oldugunu gostermektedir (186).

A E. coli Rotaviriis

Eimeria

Koronaviriis

Buzagiyasi(gin) 1 4 7 14 21 28

Sekil 3. Buzagilarda patojenik etkenlerin goriilme sikliginin yasa gore dagilimi (187).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Calisma Materyali (Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi)

Bu calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligi’'nin 30.04.2019 tarih ve 104 Karar No’lu Etik Kurul Karar ile
onaylanmuistir.

Calismada hasta ve kontrol gruplari olmak tizere 2 grupta toplam 40 adet
buzag: kullanildi. Calismanin hasta grubunu Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Hastanesi I¢ Hastaliklari Klinigi’ne tam1 ve tedavileri icin getirilen
neonatal donemdeki (dogumdan sonraki ilk 28 giin) 32 adet neonatal ishalli
buzagi olusturdu. Hasta grubu ishale neden olan patojene gore her grupta 8 buzagi
olacak sekilde, 4 gruba (E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis ve C. parvum gruplari)
ayrildi. Kontrol grubu ise ayn1 donemdeki klinik olarak saglikli oldugu belirlenen

8 adet buzagidan olusturuldu.

4.2. Klinik Muayeneler ve Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullanilan tiim hayvanlarin klinik muayeneleri i¢ hastaliklari
muayene semasina uygun olarak yapildi. Klinik muayenelerde buzagilarin
neonatal donem (dogumdan sonraki ilk 28 gilin) yas araliginda olmasina,
dogumdan sonraki ilk 24 saat i¢inde canli agiliginin en az %10’u kadar kolostrum
almis olmasima, dogumdan sonra D vitamini enjeksiyonu yapilmamis olmasina,
herhangi  bir ilag (antibiyotik, antiinflamatuvar ugulanmasi vb.) ve
siiplementasyon yapilmamis olmasina 6zellikle dikkat edildi. Kontrol grubunu
olusturan buzagilarin klinik muayenelerinden elde edilen tiim bulgularin saglikli

hayvanlar i¢in bildirilen fizyolojik sinirlar igerisinde olmasina dikkat edildi.
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Klinik muayenelerde ishalli oldugu belirlenen (hasta grubu) neonatal
buzagilardan usuliine uygun olarak steril kaplar icerisine gaita 6rnekleri topland.
Gaita ornekleri alimir alinmaz hizli test kitleri ile patojenik etken analizlerinin
yapilmasinda kullanildi.

Calismaya alinan tim buzagilarin v. jugularislerinden potasyum EDTA
igeren tiiplere (Ayset, Tirkiye) ve antikoagulantsiz jelli tiiplere (Ayset, Tiirkiye)
kan Ornekleri alindi. Potasyum EDTA’li kan Ornekleri hemen hematolojik
muayeneler total protein ve fibrinojen analizleri i¢in kullanildi. Antikoagulantsiz
tiiplere alinan kan ornekleri pihtilastiktan sonra sogutmali santrifiijde 2000 g’de
15 dakika santrifiije edilerek serum oOrnekleri elde edildi. Serum 6rnekleri 100
uL’lik porsiyonlara bdliinerek plastik tiiplere konuldu. Bu serum o6rnekleri D

vitamini metabolitleri ve ELISA analizleri yapilana kadar -80 °C’de saklandi.

4.3. Patojenik Etkenlerin Belirlenmesi

Hasta grubunda patojenik etkenin belirlenmesinde hizli test kiti (Rainbow
Calf Scours-Bio K 306 Bio-X Diagnostics, Belgika) kullanildi. Bu test kiti (Sekil
4) E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Clostridium antikorlarini igeren
bes farkli stripten olusmaktadir. Uretici firmanmn talimatlar1 dogrultusunda gaita
ornekleri test kitinde bulunan soliisyonla karistirildiktan sonra striplerin
bulundugu tiipe aktarildi. 10 dakika beklendikten sonra okuma yapildi. Tek ¢izgi
bulunanlar negatif, ¢ift c¢izgiler pozitif olarak degerlendirildi. Birden fazla

patojenik etken ile enfekte buzagilar ¢aligmaya dahil edilmedi.

48



Sekil 4: Etiyolojik tanida kullanilan hizli test kiti

4.4, Hematokrit ve Total 16kosit (WBC) Olciimleri
Alman her bir EDTA’Il kan 6rneginden mikrohematokrit kilcal tiiplere

(Marienfield, Almanya) kan alinip 14000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek
hematokrit degerler ol¢tildii.
WBC sayim1 manuel olarak Thoma lami kullanilarak yapildi.

4.5. Total Protein ve Fibrinojen Analizleri

Total proteinin Ol¢iimii amaciyla, mikrohematokrit deger Olgiildiikten
sonra kilcal tiiplerinden biri plazma kismindan kirildi ve 1 damla plazma
refraktometreye damlatilarak total protein konsantrasyonu g/dl olarak belirlendi.

Fibrinojen degerini belirlemek igin literatiirde belirtildigi sekilde (188)
diger kilcal tiip sicak su banyosunda 57 °C’de 3 dakika bekletildikten sonra tekrar
5 dakika santrifiij edildi ve plazma kismindan kirilip refraktometreye 1 damla
damlatildi. Refraktometrede okunan ilk degerden ikinci deger c¢ikarilarak

fibrinojen degeri elde edildi.
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4.5.1. Serum 25-D ve 1,25-D Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
Serum 25-D ve 1,25-D konsantrasyonlarinin analizi sivi kromatografi-

kiitle spektrometresi/kiitle spekrometresi (LC-MS/MS) ile gergeklestirildi.

4.5.2. Serum Sitokin Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi
Serum TNF-o. (CSB-E12020B), IFN-y (CSB-E09812b), IL-1B (CSB-

E12986B), IL-2 (CSB-E09810b), IL-4 (CSB-E12898B), IL-5 (CSB-E12897B),
IL-6 (CSB-E12899B), IL-10 (CSB-E12917B), IL-12 (CSB-E14010B), IL-17
(CSB-E14207B) sitokin konsantrasyonlarini belirlemede tiir spesifik ticari ELISA
kitleri (Cusabio, Wuhan, Cin) kullanildi. Serum IL-13 diizeyleri tiir spesifik ticari
ELISA kiti (GR112003) (Genorise Nori Bovine IL-13, ABD) ile belirlendi.
ELISA testleri tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Dalga
boyu Ol¢iimleri ELISA okuyucu (Biotek ELx800, Fisher Sciencific, ABD) ile

gerceklestirildi.

4.6. Istatistiksel Analizler
Istatistiksel analizler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences

for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak yapildi.
Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile analiz
edildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik Kruskal Wallis testi ile incelendi.
[statistiksel farklilik i¢in sinir deger 0,05 olarak kabul edildi. Ortancalar arasinda
istatistiksel farklililk bulunan degiskenlerde farkliligin hangi gruplardan
kaynaklandigin1 saptamak icin Mann Whitney U testi ile ikili grup
karsilagtirmalar1 yapildi. D vitamini metabolitleri ile sitokinler arasindaki

korelasyon Spearman testi ile analiz edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Muayene Bulgulari

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarindaki
buzagilarin viicut sicakliklart (°C) ve kalp frekanslarimin (atim/dk) bireysel
degerleri Tablo 1’de verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir

farklilik belirlenmemistir (Tablo 2).

5.2. Hematokrit, WBC, Total Protein ve Fibrinojen Ol¢iimii Bulgular

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarindaki
buzagilarin hematokrit, WBC, total protein ve fibrinojen degerleri sirasiyla Tablo
3, Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6 ve Tablo 7°de verilmistir.

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarinin
hematokrit, WBC, total protein ve fibrinojen degerlerinin ortancalari, deger
araliklart ve gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel Onemi Tablo 8’de
verilmistir.

Hematokrit, WBC ve total protein degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 8). Fibrinojen konsantrasyonu
Koronaviriis grubunda Kontrol grubuna (p=0,029) gore; C. parvum grubunda
Kontrol grubuna (p=0,002) ve E. coli grubuna (p=0,008) gore; Rotaviriis
grubunda ise Kontrol grubuna oranla (p=0,016) istatistiksel olarak daha yiiksek

bulunmustur (Tablo 8).
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5.3. Serum Biyokimyasal Muayene Bulgular:

5.3.1. Serum 25-D ve 1,25-D Analizi Bulgular

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarindaki
buzagilarin serum 25-D ve 1,25-D diizeyleri Tablo 9°da verilmistir.

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarinin 25-D ve
1,25-D diizeylerinin ortancalari, deger araliklar1 ve gruplar arasindaki farkliligin
istatistiksel dnemi Tablo 10°da gosterilmistir.

Serum 25-D diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 10).

Serum 1,25-D diizeyinin E. coli grubunda Kontrol (p=0,021) ve C. parvum
(p=0,036) gruplarina oranla; Koronaviriis grubunda ise C. parvum (p=0,021) ve
Kontrol (p=0,012) gruplarina oranla istatistiksel olarak onemli 6l¢iide daha

yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 10).

5.3.2. Serum Sitokin Analizi Bulgulari

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarindaki
buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlar: sirastyla Tablo 11, Tablo 12, Tablo
13, Tablo 14 ve Tablo 15’de verilmistir.

E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol gruplarinin serum
sitokin diizeylerinin ortancalari, deger araliklart ve gruplar arasindaki farkliligin
istatistiksel 6nemi Tablo 16’da gosterilmistir.

TNF-a diizeyinin, E. coli grubunda Kontrol grubuna gore farklilik
gostermedigi ancak Rotaviriis (p=0,027), Koronaviriis (p=0,021) ve C. parvum

(p=0,027) gruplarina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Rotaviriis (p=0,007), Koronaviriis (p=0,027) ve C. parvum (p=0,016)
gruplarinin TNF-a konsantrasyonlar1 ise Kontrol grubuna oranla daha diisiik
olarak bulunmustur.

IFN-y konsantrasyonu, E. coli grubunda hem Kontrol (p=0,006) hem de
Rotaviriis (p=0,009), Koronaviriis (p=0,018) ve C. parvum (p=0,002)
gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur.

IL-1B konsantrasyonu, E. coli grubunda hem Kontrol (p=0,013) hem de
Rotaviriis (p=0,006), Koronaviris (p=0,016) ve C. parvum (p=0,006)
gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur

IL-2 konsantrasyonunun, E. coli grubunda hem Kontrol (p=0,031) hem de
Rotaviriis (p=0,027), Koronaviriis (p=0,02) ve C. parvum (p=0,013) gruplarindan
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

IL-4 konsantrasyonu, istatistiksel olarak E. coli grubunda hem Kontrol
(p=0,01) hem de Rotaviriis (p=0,004), Koronaviriis (p=0,004) ve C. parvum
(p=0,035) gruplarindan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica C. parvum grubunun
IL-4 diizeyinin Rotavirlis grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek (p=0,044)
oldugu belirlenmistir.

IL-5 diizeyi, E. coli grubunda istatistiksel olarak hem Kontrol (p=0,027)
hem de Rotaviriis (p=0,009), Koronaviriis (p=0,021) ve C. parvum (p=0,008)
gruplarindan daha yliksek bulunmustur. Ayrica Rotaviriis grubunun IL-5 diizeyi
C. parvum grubundan 6nemli 6lgiide yiiksekken, C. parvum grubunun IL-5 diizeyi

Kontrol grubuna (p=0,011) goére 6nemli diizeyde daha diisiik olarak bulunmustur.
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IL-6 diizeyinin E. coli grubunda Kontrol grubuna gére énemli bir farklilik
gostermedigi ancak Rotaviriis (p=0,046), Koronaviriis (p=0,046) ve C. parvum
(p=0,046) gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Ayrica Rotaviriis (p=0,027) ve C. parvum (p=0,046) gruplarinin IL-6
diizeyi Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik bulunmustur.

IL-10 diizeyinin E. coli grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir farklilik gostermedigi ancak Rotaviriis (p=0,046) ve C. parvum
(p=0,012) gruplarina gore Onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.
Rotaviriis (p=0,036) grubunun IL-10 diizeyi Kontrol grubuna gore onemli
diizeyde daha diistik belirlenmistir.

IL-12 konsantrasyonunun, E. coli grubunda hem Kontrol (p=0,004) hem
de Koronaviriis (p=0,031) ve C. parvum (p=0,006) gruplarindan daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Rotavirlis grubunun IL-12 konsantrasyonunun, Kontrol
(p=0,006) ve C. parvum (p=0,003) gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu; Koronaviriis grubunun IL-12 konsantrasyonunun ise Kontrol (p=0,017)
ve C. parvum (p=0,018) gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

IL-13 konsantrasyonlar1 yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik (p>0,05) saptanmamustir.

IL-17 konsantrasyonu, E. coli grubunda hem Kontrol (p=0,010) hem de
Rotavirlis (p=0,024), Koronaviriis (p=0,006) ve C. parvum (p=0,003)

gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek olarak belirlenmistir.
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5.3.3. Korelasyon Analizi Bulgulari

Rotaviriis grubunda serum D vitamini metabolitleri konsantrasyonlari ile
sitokin konsantrasyonlar1 arasinda bir iligki olup olmadigini ortaya koymak i¢in
yapilan Spearman testi 25-D ile IFN-y arasinda negatif yonde korelasyon
oldugunu géstermektedir (r=-0,874, p=0,005).

Koronaviriis grubunda serum D vitamini metabolitleri konsantrasyonlari
ile sitokin konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski olup olmadigim1 ortaya koymak
icin yapilan Spearman testi 1,25-D ile IL-2 arasinda negatif yonde korelasyon
oldugunu gostermektedir (r=-0,927, p=0,001).

C. parvum grubunda serum D vitamini metabolitleri konsantrasyonlari ile
sitokin konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski olup olmadigini ortaya koymak i¢in
yapilan Spearman testi 25-D ile IL-6 (r= 0,786, p=0,021), 25-D ile IL-10 (r=
0,714, p=0,047) arasinda pozitif yonde; 25-D ile IL-17 (r= -779, p=0,023)

arasinda ise negatif yonde korelasyon oldugunu gostermektedir.
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5.4. Tablolar

Tablo 1. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, ve C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin kalp frekansi
(P) (atim/dk) ve viicut sicakligi (T) (°C) degerleri.

Kayit No:

1 2 3 4 5 6 7 8
E. coli P 160 162 120 240 164 120 200 160
' T 40,4 382 386 387 357 39 408 395
. P 138 132 134 164 88 128 168 152

Rotaviriis
T 378 382 386 398 34 389 394 396
Koronaviriis P 120 156 160 90 94 84 158 96
viru T 383 358 394 323 341 368 394 325
= P 120 116 144 112 84 144 118 96
P T 38 376 40 395 392 394 39 39
P 96 108 112 128 124 88 132 132

Kontrol

T 383 383 379 383 383 384 381 388

Tablo 2. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin viicut sicaklig:
(T) (°C) ve kalp frekansi (P) (atim/dk) degerlerinin ortancalari, deger araligi ve gruplar arasindaki
farkliligin 6nemi.

Gruplar
E. coli Rotaviriis Koronaviriis C. parvum Kontrol p
T (C) 38,9(35,7-40,9) 38,8(34-39,8) 36,3(32,2-39,4) 39,1(37,6-40) 38,3(37,9-38.,8) 0,100
P(atim/dk) 161(120-240) 136(88-168) 108(84-160) 117(84-144) 118(88-132) 0,209
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Tablo 3. E. coli grubundaki buzagilarin hematokrit, total protein, WBC ve fibrinojen degerleri.

Kayit No Hematokrit Total Protein WE;C Fibrinojen
(%) (grd) (x10°/uL) (mg/dl)
E.colil 30 7,2 10,4 600
E. coli 2 36 6,8 2,1 600
E.coli 3 33 7,0 57 400
E.coli4 49 7,4 16,8 400
E.coli5 39 6,8 10,2 400
E.coli 6 50 9,6 18,4 400
E.coli 7 48 9,0 6,3 800
E.coli 8 38 74 6,8 200

Tablo 4. Rotaviriis grubundaki buzagilarin hematokrit, total protein, WBC ve fibrinojen degerleri.

Kayit No Hematokrit Total Protein W?C Fibrinojen
(%) (g/dI) (x10°/uL) (mg/dl)
Rotaviriis 1 32 6,8 55 600
Rotaviriis 2 36 7,2 7,3 600
Rotaviriis 3 22 7,4 6,5 600
Rotaviriis 4 37 6,8 8,5 600
Rotaviriis 5 31 8,0 2,4 800
Rotaviriis 6 43 7,4 10,2 400
Rotaviriis 7 34 7,0 2,5 400
Rotaviriis 8 39 8,2 14,2 1000
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Tablo 5. Koronaviriis grubundaki buzagilarin hematokrit, total protein, WBC ve fibrinojen
degerleri.

Kayit No Hematokrit Total Protein WI?C Fibrinojen
(%) (g/dI) (x10°/pL) (mg/dl)
Koronaviriis 1 31 7,6 3 400
Koronaviriis 2 34 7,0 6,9 200
Koronaviriis 3 27 7,4 6,9 600
Koronaviriis 4 40 7,8 6,7 800
Koronaviriis 5 38 7,6 6,8 800
Koronaviriis 6 36 8,6 6,1 600
Koronaviriis 7 29 6,8 71 600
Koronaviriis 8 41 7,8 6,5 800

Tablo 6. C. parvum grubundaki buzagilarin hematokrit, total protein, WBC ve fibrinojen
degerleri.

Kayit No Hematokrit Total Protein W?C Fibrinojen
(%) (grd) (x10°/pL) (mg/dl)
C. parvum 1 24 7,2 9,2 800
C. parvum 2 41 7,6 11 600
C. parvum 3 29 6,8 4.9 600
C. parvum 4 30 8,4 91 800
C. parvum 5 45 7,4 91 1200
C. parvum 6 36 6,8 2,4 800
C. parvum 7 27 7,0 7,8 600
C. parvum 8 35 7,2 91 1200
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Tablo 7. Kontrol grubundaki buzagilarin hematokrit, total protein, WBC ve fibrinojen degerleri.

Kayit No Hematokrit Total Protein WI?C Fibrinojen
(%) (g/dl) (x10°/uL) (mg/dl)
Kontrol 1 26 6.8 6.2 200
Kontrol 2 34 7.0 9 200
Kontrol 3 29 7.2 8,3 400
Kontrol 4 26 7,6 7,9 200
Kontrol 5 33 6.8 9 600
Kontrol 6 35 7,0 11 600
Kontrol 7 27 6,6 6,2 400
Kontrol 8 32 6,4 9,6 200
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Tablo 8. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin hematokrit (Htc), total protein (TP), fibrinojen (Fb) ve WBC degerlerinin
ortancalari, deger aralig1 ve gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel 6nemi.

Gruplar
E. coli Rotaviriis Koronaviriis C. parvum Kontrol p
Hct (%) 38,5 (30-50) 35,0 (22-43) 35,0 (27-41) 32,5 (24-45) 30,5 (26-41) 0,069
WBC (x10%/pL) 8,5(2,1-18,4) 6,9 (2,4-14,2) 6,8 (3-7,1) 9,1(2,4-11) 8,65 (6,2-11) 0,425
TP (g/dl) 7,3 (6,8-9,6) 7,3 (6,8-8,2) 7,6 (6,8-8,6) 7,2 (6,8-8,4) 6,9 (6,4-7,6) 0,150
Fb (mg/dl) 400 (200-800)" 600 (400-1000)* 600 (200-800) 800 (600-1200)* 300 (200-600)" 0,004

a,b: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 9. E.coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin serum 25-D
(ng/ml) ve 1,25-D (pg/ml) diizeyleri.

Grup
Kayit No E. coli Rotaviriis Koronaviriis  C. parvum Kontrol
1 25-D 6,78 2,5 5,99 571 9,88
1,25-D 24,63 9,15 55,62 28,30 10,18
5 25-D 9,91 2,5 5,72 7,1 21,05
1,25-D 78,69 34,39 25,57 12,56 14,70
3 25-D 2,51 4,1 15,79 5,28 16,24
1,25-D 54,97 2,50 36,24 17,27 16,57
4 25-D 10,06 6,86 2,5 13,46 14,55
1,25-D 26,56 21,86 12,48 16,77 8,41
5 25-D 7,89 2,97 5,12 10,42 5,74
1,25-D 25,53 12,01 83,19 21,23 27,30
6 25-D 10,79 6,61 10,43 18,2 6,65
1,25-D 16,54 84,82 30,57 46,61 15,28
7 25-D 6,53 12,65 16,35 6,63 5,76
1,25-D 57,60 30,82 49,59 8,92 17,19
8 25-D 7,28 3,76 4,91 13,35 9,92
1,25-D 46,04 5,06 74,74 8,95 28,01
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Tablo 10. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin 25-D ve 1,25-D diizeylerinin ortancalari, deger aralig1 ve gruplar arasindaki

farkliligin istatistiksel dnemi.

Grup
p
E. coli Rotaviriis Koronaviriis C. parvum Kontrol
25-D (ng/ml) 7,59 (2,51-10,79) 3,93 (2,5-12,65) 5,68 (2,5-16,35) 8,76 (5,28-18,2) 9,90 (5,74-21,05) 0,097
1,25-D (pg/ml) 36,30 (16,54-78,69)* 16,94 (2,5-84,82)" 42,92 (12,48-83,19)° 17,02 (8,92-46,61)° 15,93 (8,41-28,01)° 0,023

a,b: Ayni satirdaki farkli harfleri tagtyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05)
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Tablo 11. E. coli grubundaki buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlari.

SITOKINLER

TNF-a. IFN-y IL-1p IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-12 (pg/ml) IL-13 IL-17

(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/mil) (pg/mil) (pg/mil) (pg/ml) (pg/ml) (pg/mil) (pg/ml)
~coli 1 0,230 8,399 55,068 10,082 53,732 4,552 11,435 14,547 13,152 85,45 29,510
~coli 2 0,019 10,876 21,978 6,201 57,071 0,605 3,011 5,820 6,877 36,75 39,169
~coli 3 0,609 32,930 246,610 22,086 99,038 9,739 31,143 35,749 13,152 93,15 94,451
- coli 4 0,055 31,280 210,782 24,048 62,735 5,335 7,879 11,619 10,406 95,95 46,772
~coli 5 0,224 92,126 118,472 45,664 111,935 9,680 11,175 15,594 35,399 101,4 73,973
~coli 6 0,200 35,870 260,746 79,933 96,504 9,240 39,042 46,371 12,110 93,15 61,406
coli 7 0,083 32,180 82,563 44,210 162,668 9,720 7,006 10,002 22,651 156,15 30,373
-coli 8 0,449 54,985 143,149 82,234 54,840 18,873 19,860 23,275 8,228 149,55 21,578
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Tablo 12. Rotaviriis grubundaki buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlari

SITOKINLER

TNF-o. IFN-y IL-1p IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-12 IL-13 IL-17

(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Rotaviriis 1 0,080 16,398 14,108 11,873 50,438 1,992 7,302 8,743 10,406 65,950 19,413
Rotaviriis 2 0,052 26,930 44,816 8,993 49,350 1,790 5,240 7,042 14,526 48,500 33,064
Rotaviriis 3 0,049 10,118 24,068 8,479 53,732 1,420 4,683 7,720 8,228 19,650 24,912
Rotaviriis 4 0,030 5,875 17,941 5,800 46,120 0,349 4,993 8,310 9,064 22,800 16,262
Rotaviriis 5 0,051 10,110 24,190 18,490 79,206 1,865 18,863 23,688 12,110 270,400 71,138
Rotaviriis 6 0,095 10,040 65,917 16,849 50,438 1,881 6,068 7,497 9,499 124,200 19,413
Rotaviriis 7 0,018 4,960 17,941 10,657 46,120 1,865 3,864 7,251 9,499 75,450 15,238
Rotaviriis 8 0,058 7,778 28,385 7,986 48,268 1,745 3,235 6,955 7,632 136,750 21,578
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Tablo 13. Koronaviriis grubundaki buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlari.

SITOKINLER

TNF-a IFN-y IL-1p IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-12 IL-13 IL-17

(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) — (pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Koronaviriis 1 0,091 10,876 121,888 6,619 51,531 0,911 6,856 9,520 9,947 10,900 17,299
Koronaviriis 2 0,155 53,587 52,449 8,002 50,438 0,560 10,058 15,630 10,878 90,650 17,299
Koronaviriis 3 0,014 5,403 14,108 7,056 49,350 0,554 4,304 5,905 8,228 22,800 18,349
Koronaviriis 4 0,049 23,189 14,290 21,147 53,732 8,725 5,495 9,085 7,828 52,650 22,678
Koronaviriis 5 0,045 5,403 14,108 6,619 49,350 1,865 5,195 10,308 8,027 44,450 20,489
Koronaviriis 6 0,051 5,990 132,353 13,177 81,628 5,913 11,274 18,678 7,249 70,650 55,987
Koronaviriis 7 0,015 6,123 10,500 7,986 50,438 0,659 4,088 3,374 7,828 80,400 17,299
Koronaviriis 8 0,050 5,875 10,500 6,619 53,732 1,865 5,796 8,651 8,027 90,650 19,413
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Tablo 14. C. parvum grubundaki buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlari.

SITOKINLER

TNF-o. IFN-y IL-1p IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-12 IL-13 IL-17

(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) — (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
C. parvum 1 0,041 5,178 12,274 8,479 50,438 0,911 4,735 6,016 6,167 29,500 22,678
C. parvum 2 0,045 7,481 37,531 5,800 51,531 0,507 4,106 5,608 6,516 5,750 22,678
C. parvum 3 0,042 7,778 47,322 11,254 62,735 0,716 3,761 5,643 7,249 36,750 22,678
C. parvum 4 0,050 7,420 28,385 8,690 54,840 0,911 7,129 7,967 7,632 205,850 20,420
C. parvum 5 0,134 7,481 30,609 8,479 54,840 0,911 8,374 10,220 7,632 101,400 22,678
C. parvum 6 0,080 14,850 19,935 10,082 57,071 1,231 9,297 10,264 6,340 44,400 19,413
C. parvum 7 0,026 6,913 28,385 8,993 50,438 1,323 5,708 7,934 9,280 44,450 20,489
C. parvum 8 0,030 5,875 26,204 8,479 61,593 1,144 4,809 7,753 7,439 56,950 20,489
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Tablo 15. Kontrol grubundaki buzagilarin serum sitokin konsantrasyonlari.

SiTOKINLER

IL-5
(pg/ml)

IL-17
(pg/ml)

Kontrol 1

Kontrol 2

Kontrol 3

Kontrol 4

Kontrol 5

Kontrol 6

Kontrol 7

Kontrol 8

1,745
0,507
1,323
2,487
2,564
2,410
6,219

6,315

30,685
18,349
18,349
39,169
20,489
17,299
23,790

20,808
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Tablo 16. E. coli, Rotaviriis, Koronaviris, C.

farkliligin istatistiksel dnemi.

parvum ve Kontrol grubundaki buzagilarin serum sitokin diizeylerinin ortancalari, deger aralig1 ve gruplar arasindaki

GRUP

E. coli

Rotaviriis

Koronaviriis

C. parvum

Kontrol

TNF-o
IFN-y
IL-1B
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-10
IL-12
IL-13

IL-17

0,212 (0,019-0,609)°
32,56 (8,40-92,13)"
130,81 (21,98-260,75)°
34,13 (6,20-82,23)"
79,62 (53,73-162,67)"
9,46 (0,61-18,87)
11,31 (3,01-39,04)
15,07 (5,82-46,37)°
12,63 (6,88-35,40)°
94,55 (36,75-156,15)

42,97 (21,58-94,45)

0,052 (0,018-0,095)"
10,08 (4,96-26,93)"
24,13 (14,11-65,917)°
9,83 (5,80-18,49)"
49,89 (46,12-79,21)°
1,83 (0,35-1,99)"
5,12 (3,24-18,86)°
7,61 (6,96-23,69)°
9,50 (7,63-14,53)®
70,70 (19,65-270,40)

20,50 (15,24-71,14)"

0,050 (0,014-0,155)°
6,06 (5,40-53,59)°
14,20 (10,50-132,35)"
7,52 (6,62-21,15)°
50,99 (49,35-81,63)"
1,39 (0,55-8,73)"
5,65 (4,09-11,27)°
9,30 (3,37-18,68)*
8,03 (7,25-10,88)"
61,65 (10,9-90,65)

18,88 (17,30-55,99)°

0,044 (0,026-0,134)"
7,45 (5,18-14,85)"
28,39 (12,27-47,32)"
8,59 (5,80-11,25)"
54,84 (50,44-62,74)"
0,91 (0,51-1,32)°
5,26 (3,76-9,30)°
7,84 (5,61-10,26)™
7,34 (6,17-9,28)°
44,45 (5,75-205,85)

21,58 (19,41-22,68)"

0,096 (0,065-0,144)
5,64 (5,18-33,90)°
23,02 (14,11-92,45)"
8,00 (6,62-22,09)°
51,53 (48,27-78,00)>
2,45 (0,51-6,32)°
8,35 (6,08-13,11)*
9,67 (7,80-15,42)*
6,80 (6,00-9,95)°
65,08 (52,65-95,95)

20,65 (17,30-39,17)"

0,008
0,008
0,020
0,039
0,005
0,005
0,033
0,030
<0,001
0,139

0,013

a,b,c: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05). TNF-a: (ng/ml), diger sitokinler: (pg/ml).
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5.5. Sekiller

25-D

[]E coli E Rotaviriis F3 Koronaviriis B2 C.parvum B Kontral
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Sekil 5. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin 25-D diizeyleri

1,25-D
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Sekil 6. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin 1,25-D diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile igaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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TNF-a
[ E. coli Rotaviriis B Koronaviris B C. parvum B Kontrol

0,7
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Sekil 7. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin TNF-a diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile igaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).

IFN-y
-] E. coli Rotaviris ] Koronaviris £ C.parvum B Kontrol
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Sekil 8. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IFN-y diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile igaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 9. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-18 diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile igaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 10. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-2 diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile igaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 11. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-4 diizeyleri

a,b,c: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 12. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-5 diizeyleri

a,b,c: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 13. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin I1L-6 diizeyleri

a,b,c: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 14. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-10 diizeyleri

a,b,c: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 15. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-12 diizeyleri

a,b,c: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 16. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-13 diizeyleri
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Sekil 17. E. coli, Rotaviriis, Koronaviriis, C. parvum ve Kontrol grubu buzagilarin IL-17 diizeyleri

a,b: Farkli harfler ile isaretlenen gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,05).
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6. TARTISMA

Neonatal buzagi ishalleri, koruma ve tedavi uygulamalarindaki gelismelere
ragmen, yiiksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile hayvancilik isletmelerinin ¢ok
Oonemli bir sorunu olmaya halen devam etmektedir. Neonatal donemde
buzagilarda hem enfeksiy6z hem de enfeksiy6z olmayan faktorler nedeniyle ishal
olusabilmekteyse de neonatal buzagi kayiplarinin en 6nemli nedenleri bakteriyel,
viral ve protozoal kaynakli ishallerdir. Bu nedenle neonatal donemdeki enfeksiyoz
ishallerin seyri sirasinda buzagilarda immiin sistemin isleyisinin bilinmesi bu
hastaliklara kars1 tedavi yontemleri ve korunma Onlemlerinin gelistirilmesi
agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Buzagilar dogduklari anda dogal immiin sistemin biitiin unsurlarina
sahiptirler (44, 48). Ancak yeni dogan buzagilarda nétrofil, makrofaj, DC ve NK
hiicre fonksiyonlar1 ve komplement aktivitesi yetiskinlere gore daha diisiiktiir
(48). Diger hayvanlardan farkli olarak, neonatal buzagilarda dolasimdaki total
lenfositlerin yaklasik %60°1 yoT hiicrelerinden olugmaktadir. yoT hiicrelerinin
patojen tanima ve antijen sunma yeteneklerinin oldugu ve yeni dogan buzagilarda
heniiz yeteri kadar fonksiyonel olmayan nétrofil, DC ve makrofajlarin bu
yetersizliklerini dengeleyen kompenzatuvar 6zelliklerinin olabilecegi bildirilmistir
(48, 189). Yeni dogan buzagilarda ¢ok yeterli olmayan dogal immiin sistem igin
kompenzatuvar bir diger mekanizma ise kolostrumla anneye ait l6kositlerin
buzagiya nakledilmesidir. Kolostrum anneye ait yaklasik %32’si canli olan
l6kositleri igerir. Bu 16kositlerin yaklasik olarak %13’i noétrofil, %16°s1 lenfosit,
%701 monosit ve %0,3’l eozinofildir (190). Kolostrumla alinan hiicrelerin ¢ogu

buzagilarin bagirsak epitelinden gecerek mezenterik lenf yumrularina yerlesir.
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Anneye ait bu hiicreler enfeksiyonlarda aktif olarak gorev yapmak
suretiyle antimikrobiyal etkinliklerini goOstermelerinin yani sira yavruya ait
notrofil ve makrofajlarin fagositik kapasitelerini de yiikseltirler (191, 192).
Literatiirde buzag ishallerinde ortalama WBC degerinde saglikli buzagilara
kiyasla artis oldugunu bildiren ¢alismalar oldugu gibi, artis olmadigini bildiren
calismalar da bulunmaktadir (9, 193). Kim ve ark. (193) tarafindan E. coli,
Rotaviriis, Koronaviriis, C. pavum, Eimeria ve Giardia ile enfekte neonatal
buzagilarda yapilan calismada, ortalama WBC sayis1 saglikli buzagilarda 10,2
(x10%/uL), ishalli buzagilarda ise 10,9 (x10%/uL) olarak bulunmus ve ortalama
WBC sayisinin  saglikli  buzagilardan istatistiksel olarak farkli olmadigi
bildirilmistir. Ozalp ve ark. (9) saglikli buzagilarda ortalama WBC degerini 10,01
(XlOg/uL), monoenfekte buzagilarda 17,28 (XlOg/uL) ve koenfekte ishalli
buzagilarda ise 21,48 (X103/},tL) olarak bildirmistir. Bu c¢alismada ise biitiin
gruplardan elde edilen WBC sayisi, sigirlar icin 4,9-12 (X10%/uL) olarak bildirilen
(135) referans deger araliginda bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde WBC
sayis1 bakimindan gruplar arasinda bir farklilik belirlenmemistir.

Kazanilmis immiin sistemin hiicreleri olan CD4", CD8" T hiicreleri ve hem
dogal hem de kazanilmis immiin sistem hiicreleri gibi goérev yapan yd T
hiicrelerinin buzagilarda dogum sirasindaki yiizdeleri yiiksek olup, 6 aylik yasa
kadar benzer yiizdelerin devam ettigi bildirilmistir (56). Antijenik uyarimlara
karst neonatal buzagilarin T hiicre yanitinin yetigkinlerle benzer oldugu ancak B

hiicre yanitinin yetigkinler kadar iyi olmadigi ortaya konulmustur (57-60).
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Plasenta yapisindan dolayr agammaglobiilinemik dogan buzagilar
kolostrum aldiklar1 zaman igerigindeki yliksek orandaki immiinoglobiilinler
yavruya gecerek giiclii bir pasif korunma saglanmis olur. Dogumdan sonra
kolostrumla alinan maternal antikorlarin buzaginin B hiicre yanitin1 ve dolayisi ile
antijen spesifik immiinglobiilin sentezini aksattigi ancak T hiicre yanitinin bu
durumdan etkilenmedigi belirtilmistir (57-60). Bu ¢alismada, anamnezden tiim
hayvanlarin dogumdan sonra yeterli kolostrum almis olduklar1 belirlenmis, ayrica
refraktometre ile pasif bagisiklik yeterliligi saptanmis ve boylece immiin cevapta
olusabilecek bireysel farkliliklar en az seviyeye indirilmistir.

Plazma proteinlerinden biri olan fibrinojen, 6zellikle ruminantlarda birgok
inflamatuvar hastalikta artis gosterir ve 6nemli inflamasyon parametrelerinden
birisidir. Inflamatuvar hastaliklar disinda ayrica diger plazma proteinleri gibi
dehidrasyona bagl olarak da artis gosterebilir (135). Bu c¢alismada, rakamsal
olarak biitlin hasta gruplarinin fibrinojen konsantrasyonu kontrol grubundan
yiiksek c¢cikmig olsa da istatistiksel olarak C. parvum, Koronaviriis ve Rotaviriis
gruplarinda kontrol grubundan daha yiliksek bulunmustur. Ancak bu gruplarda
fibrinojen artis1 ile inflamatuvar sitokinler arasinda pozitif bir baglant1 tespit
edilmemistir.

Son yillarda, D vitamininin kalsiyum homeostazindaki klasik rolleri
disinda immiin sistemde de 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu ile ilgili ¢caligsmalar
yogunluk kazanmistir. Bu calismalarin ¢ogu 2 temel veriye dayanmaktadir.
Bunlardan birincisi immiin sistemdeki hemen hemen tiim hiicrelerin VDR’ye
sahip oldugunun kesfedilmesi; ikincisi ise bir¢ok immiin hiicrede (monositler,

makrofajlar, DC ve T hiicreleri) CYP27B1 ekspirasyonu oldugunun ve dolayisiyla
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bu  hiicreler tarafindan ekstrarenal olarak 1,25-D sentezlenebildiginin
belirlenmesidir. Immiin hiicreler tarafindan sentezlenen 1,25-D’nin  hem
sentezlendigi (otokrin etki) hem de diger immiin hiicrelerdeki (parakrin ve
endokrin etki) VDR ’lere baglanarak immiin sistemde diizenleyici fonksiyonlarinin
olabilecegi giindeme gelmistir (69, 98). Izleyen dénemdeki ¢ok sayida in vitro ve
daha az sayida in vivo calismalarda ekstrarenal 1,25-D’nin hem dogal hem de
kazanilmis bagisiklik iizerinde fazla sayida ve farkli rollerinin oldugu
gosterilmistir. Ekstrarenal 1,25-D’nin dogal immiin sistemdeki fonksiyonlari
viicuda giren patojenlerle savasta oldukca degerlidir. Antijenik uyarimi izleyerek
dogal immiin sistem hiicreleri olan makrofajlar ve DC tarafindan sentezlenen
1,25-D, Kkatelisidin ve beta defensin gibi antimikrobiyal proteinlerin
ekspresyonunu arttirir  (96). Antimikrobiyal proteinler bakteri ve viriislarla
miicadelede oldukga etkili molekiillerdir (97, 98). Buna ek olarak sentezlenen
1,25-D hepsidin  sentezini baskilamak suretiyle hiicre icindeki demir
konsantrasyonunu diisiiriir (63). BoOylece hiicre i¢i bakterilerin {iremeleri i¢in
hayati 6nemde olan demirden yararlanmasinin Oniine gecilir. Ayrica ekstrarenal
1,25-D, tiiberkiiloz basili ve viriislar gibi hiicre i¢i patojenlerle savasta 6nemli bir
role sahip olan otofajiyi gii¢lii bir sekilde arttirir (100). Uyarilmis olan antijen
sunan hiicreler (makrofajlar ve DC) tarafindan sentezlenen 1,25-D, kazanilmis
immiin sistem sistemde T hiicre cevaplarinin sekillenmesinde ¢ok Onemli
fonksiyonlara sahiptir. Ekstrarenal 1,25-D, inflamatuvar Thl ve Th17 hiicrelerini

baskilarken, immiinotolerojen olan Treg hiicrelerini indiikler (94, 100).
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Viicuda giren patojenlere karsi kisa siirede aktive olan immiin sistemin
hem dogal ve hem de kazanilmis bagisiklik kollarina ait hiicrelerin arasindaki
koordinasyonun saglanmasinda sitokinler olduk¢a 6nemli molekiillerdir (2, 30).
Ekstrarenal 1,25-D’nin  immiin  sistem {izerindeki etkinliginin = Onemli
mekanizmalarindan birisi immiin hiicreler tarafindan sentezlenen sitokinlerin
diizenlenmesidir. Ekstrarenal 1,25-D’nin inflamatuvar sitokinlerin sentezini
baskilarken, anti-inflamatuvar sitokinlerin sentezini arttirdigi yoniinde genel bir
kabul bulunmaktadir (83, 94, 101).

Bu ¢alismada, neonatal buzagi ishallerinde sekillenen immiin cevabin
degerlendirilmesinde serum sitokin diizeyleri kullanilmistir. Serum sitokin
diizeyleri immiin sistemin patojenlere kars1 verdigi cevabin belirlenmesinde sik
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu calismada neonatal dénem olarak bilinen
yasamin ilk 28 giinli igerisindeki birbirlerine yakin yastaki buzagilar
kullanilmistir. Bu nedenle c¢alismada kullanilan tim buzagilarin  immiin
sistemlerinin  gelisimi ve antijene karsi immiin cevap yeterlilik diizeyi
konusundaki benzerlikleri de yiiksek oranda saglanmistir. Bu deney seti ile
buzagilarda bakteriyel, viral ve protozoal patojenlere karsi sekillenen immiin
cevaptaki  farkliliklar  dolasimdaki  sitokin  diizeylerine bagli  olarak
degerlendirilmis ve bu cevaplarla serum D vitamini metabolitleri arasinda nasil bir
iliski oldugu karsilastirmali olarak ortaya konulmustur.

Organizmada D vitamini yeterliliginin degerlendirilmesinde genellikle
dolagimdaki 25-D diizeyi 6l¢timleri kullanilmaktadir (132). Genel olarak yetiskin
sigirlara kiyasla yenidogan buzagilarda serum 25-D diizeyinin daha diisiik oldugu

bildirilmektedir (64).
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Inekler ile buzagilarmin D vitamini diizeyleri arasinda korelasyon
oldugunu bildiren ¢alismalarin (194, 195) yam sira O6nemli bir korelasyon
olmadigini bildiren ¢alismalar (196, 197) da bulunmaktadir. Nelson ve ark. (64)
tarafindan yapilan ¢alismada yenidogan buzagilarin 25-D diizeyinin ortalama 15
ng/ml oldugu ve bu buzagilarin %25’inde ise degerlerin 10 ng/ml’nin altinda
oldugu bildirmektedir. Nelson ve ark. (196) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise buzagilarin ortalama 25-D diizeylerinin 11 ng/ml oldugu
belirlenmis, bununla birlikte hayvanlarin %80’den fazlasinda degerlerin 20
ng/ml’nin altinda oldugu bildirilmistir. Casas ve ark. (198) 10-12 aylik sigirlarda
25-D diizeylerini ortalama 15-16 ng/ml olarak belirlemistir. Callaby ve ark. (199)
3-7 giinlik buzagilardaki 25-D diizeyi ortalamasmi 10,42 ng/ml olarak
bildirmistir. Flores-Villalva ve ark. (200) tarafindan yapilan ¢alismada yenidogan
buzagilarda ortalama 25-D diizeyininin 7,64 ng/ml oldugu ve bu buzagilara oral
veya enjektabl yolla D vitamini takviyesi yapildiginda dahi 25-D
konsantrasyonlarinin hayvanlar en az 3 aylik oluncaya kadar 30 ng/ml diizeyine
ulasamadig  bildirilmistir.  Buna  karsin  buzagilara  parenteral 25-D
siiplementasyonun serum 25-D konsantrasyonunu &nemli &lgiide arttirdigin
bildiren ¢alismalar (196, 213) da bulunmaktadir. Bu ¢calismada kontrol grubundaki
buzagilarda tespit edilen 9,9 ng/ml’lik serum 25-D medyan diizeyi, arastiricilar
(64, 196, 198-200) tarafindan bildirilenlerle uyum igerisindedir.

Bir¢cok epidemiyolojik calismada yetersiz serum 25-D diizeyleri ile
ozellikle cocuklardaki solunum sistemi enfeksiyonlar1 arasinda bir iliski oldugu

ileri stirlilmistiir (201, 202).
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Yetersiz 25-D diizeyine sahip bireylerde solunum sistemi hastaliklarina
yakalanma riskinin ve hastaligin siddetinin arttig1 bildirilmistir (203, 204). Benzer
durum diger bazi enfeksiyonlar igin de ileri siirilmistir (3, 68). D vitamini
stiplemantasyonu yapilarak 25-D diizeyinin arttirildigi bazi ¢alismalarda solunum
sistemi enfeksiyonlarinin insidans ve siddetinde azalma oldugu bildirilirken,
bazilarinda bu siiplemantasyonun onemli bir etkisi olmadigi ileri siirtilmiistiir
(205-208). Neonatal diyareli buzagilarda yapilan bir c¢alismada, rotaviris,
koronaviriis ve C. parvum ile enfekte buzagilarin serum 25-D diizeylerinin
saglikli buzagilardan daha diisiik oldugu, ancak E. coli ile enfekte buzagilar ile
saglikli buzagilar arasinda 25-D diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklillk bulunmadigi vurgulanmigtir (9). Kopeklerde yapilan bir g¢alismada
ligament rupturu operasyonundan oOnce ve sonra serum 25-D diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Operasyondan sonraki giin operasyon oncesine gore serum 25-D
diizeyinin distigi belirlenmistir. Ayrica operasyon grubunda operasyondan
sonraki giin akut faz proteinlerinden biri olan CRP diizeyinde 6nemli artis oldugu
gozlenmistir. Anilan ¢aligmada 1,25-D diizeyleri 6l¢iilmediginden 25-D’deki bu
diistisiin 1,25-D sentezinin artmasina bagli olarak gelisip gelismedigi kesin olarak
belirlenememistir (210). Mycobacterium avium paratuberculosis ile enfekte
sigirlarin serum 25-D diizeylerinin kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu
bildirilmistir (211). Mycobacterium avium paratuberculosis ile dogal yolla enfekte
olmus sigirlarda yapilan bagka bir ¢alismada klinik hastalik belirtisi gosteren
grubun serum 25-D diizeylerinin subklinik enfekte ve kontrol gruplarina gore

daha diistik oldugu belirlenmistir.
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Anilan ¢alismada serum 1,25-D diizeyleri belirlenmemis ancak ileosekal
dokularda CYP27B1 gen aktivitesinin klinik enfekte grupta diger gruplara gore
daha fazla oldugu bildirilmistir (212). Bu c¢alismada, buzagilarin serum 25-D
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir. Ancak
istatistiksel olarak 6nemli olmasa da kontrol grubuna gore hasta gruplarinin serum
25-D diizeylerinde azalmalar oldugu goriilmiistiir. Bu azalmalarin dolagimdaki
25-D’nin  immiin hiicreler tarafindan 1,25-D sentezinde kullanilmasindan
kaynaklanmig olabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir (127).

Neonatal saglikli buzagilarda dolasimdaki 1,25-D diizeyinin belirlendigi
bir ¢alismada, 0.giinde 1,25-D diizeyi ortalama 41,2 pg/ml olarak bildirilmistir
(194). Nonnecke ve ark. (213) tarafindan yeni dogan buzagilarda radyoimmiin test
(RIA) yontemi kullanilarak yapilan bir aragtirmada ortalama 1,25-D diizeyinin 0.
giinde 130 pg/ml’nin {izerinde oldugunu ve buzaginin yasi ile dogru orantili
olarak azalip 12-16. giinlerde 50 pg/ml’nin altina diistiigli ve sonraki giinlerde
tekrar bir miktar artig gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek performans sivi
kromotografisi (HPLC) yontemi ile yapilan bir ¢alismada ise yag igerikleri farkli
kolostrumla beslenen saglikli buzagilardaki 1,25-D diizeyinin 0. giinde 40 pg/ml
civarinda oldugu, 1.ve 2. giinlerde 90 pg/ml diizeylerine ylkseldikten sonra
normal kolostrum alan grupta 70 pg/ml, yagi alinmis kolostrum alan grupta ise
tekrar 40 pg/ml diizeylerine indigi bildirilmistir (214). Bu ¢alismada ise kontrol
grubunu olusturan saglikli buzagilarda dolasimdaki 1,25-D diizeyinin medyan
degeri 15,93 pg/ml olarak bulunmustur. Bu deger, diger ¢alismalarda (194, 213,
214) bildirilenlerden daha diisiik diizeydedir. Bu farklilik ¢alismalarda farkli

Olctim metodlarinin kullanilmasi ile iligkili olabilir.
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Uzun yillar boyunca immiin hiicreler tarafindan sentezlenen 1,25-D’nin
cok diisiik konsantrasyonlarda oldugu, sadece otokrin ve parakrin etkilere sahip
oldugu ve dolasima ge¢medigi ileri siirlilmiistiir. Ancak bazi inflamatuvar ve
enfeksiyon hastaliklarda dolasimda 6nemli miktarda ekstrarenal 1,25-D varliginin
oldugunu bildiren ¢alismalar yapilmistir (125-127). Bu ¢alismada benzer sekilde,
serum 1,25-D diizeyleri E. coli ve Koronaviriis gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug¢ diger arastiricilarin
bulgular ile benzerlik gostermektedir. Hem bu calismada hem de digerlerinde
kullanilan hayvanlarda renal 1,25-D sentezi devam ettigi i¢cin dolasimdaki 1,25-D
diizeyindeki artisin kesin olarak ekstrarenal kaynakli oldugu iddia
edilemeyecektir. Ancak koriza gangrenoza bovumlu sigirlarda belirlenen serum
1,25-D artist PTH ve kalsitonin degerleri ile birlikte degerlendirildiginde bu
artisin kaynaginin Ca metabolizmasi ile iliskili olmadig1 ve dolayisiyla ekstrarenal
bir sentezin varligin1 gosterdigi bildirilmistir (127). Ayrica nefrektomili ratlarda
immiin stimiilasyon sonucu dolasimdaki 1,25-D diizeyinin arttig1 da kesin olarak
ortaya konulmustur (79). Tiim ¢alismalarin sonuglari birlikte degerlendiginde, E.
coli ve Koronaviriis gruplarinda artmis olan serum 1,25-D diizeylerinin
ekstrarenal 6zellikle de immiin hiicre kaynakli olma olasilig1 olduk¢a kuvvetlidir.
E. coli grubunda 1,25-D artis1 yaninda IFN-y diizeyinde de benzer sekilde artis
belirlenmistir. IFN-y’nin makrofajlarda CYP27B1 ekspirasyonunu ve dolayisiyla
1,25-D sentezini uyaran en giiclii stimiilatér oldugu gbéz Oniine alindiginda bu
gruptaki artisin IFN-y’nin etkisi ile ger¢eklesmis olmasi da kuvvetle muhtemeldir

(115).
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Bunun disinda Gram (-) bakteri duvar {iriinii olan LPS’nin de immiin
hiicrelerden 1,25-D sentezini uyardig1 bilinmektedir. Ozellikle E. coli
enfeksiyonunda artan LPS diizeyleri de bu gruptaki 1,25-D artisindan sorumlu
olabilir.

Bu c¢alismada, serum 25-D ve 1,25-D diizeyleri arasinda korelasyon
bulunmamustir. Nonnecke ve ark. (213) da benzer sekilde buzagilarda serum 25-D
ve 1,25-D diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadigini bildirilmektedir.

Kim ve ark. (215) 40 giinliik saglikli buzagilarda ortalama serum TNF-a
diizeyini 0,36 ng/ml ve IFN-y diizeyini 13,3 pg/ml olarak bildirmektedir.
Gelsinger ve ark. (216) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise saglikli buzagilarda
IFN-y 0O.glinde 0,5 pg/ml ve 24-48. saatlerde ise 9,4 pg/ml olarak bildirilmistir.
Ayni ¢alismada IL-1B konsantrasyonu 0. giinde tespit edilemeyecek diizeyde ve
24-48. saatlerde 382 pg/ml olarak bildirilmistir. Asgarpour ve ark. (217)
tarafindan yapilan bir c¢alismada 2-4 aylik saghikli buzagilarda IL-1f
konsantrasyonu yaklasik 10-15 pg/ml olarak bildirilmistir. Sun ve ark. (218) yeni
dogan buzagilarda serum IFN-y konsantrasyonunu 30,97 pg/ml olarak bildirmistir.
Brodzki ve ark. (219) yetiskin saglikli sigirlarda TNF-a diizeyini 0,2-0,3 ng/ml
araliginda bildirmistir. Bordignon ve ark. (220) saglikli buzagilarda TNF-a ve
IFN-y diizeylerini yaklasik olarak sirasiyla 0,12 ng/ml ve 70 pg/ml olarak
bildirmistir. Bu c¢alismada saglikli buzagilardan olusturulan kontrol grubu
buzagilarinda ise TNF-a ve IFN-y ve IL-1 medyan diizeyleri siras1 ile 0,096

ng/ml, 5,64 pg/ml ve 23,02 pg/ml olarak bulunmustur.
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Saglikli yetiskin sigirlarda ortalama serum IL-12 konsantrasyonlar1 7-14
ng/ml araliginda bildirilmektedir (221, 222). Bu ¢alismada kontrol grubunun IL-
12 medyan degeri 6,8 pg/ml olarak bulunmustur. Asgarpour (217) saglikli
buzagilarda ortalama serum IL-6 ve IL-10 diizeylerini siras1 ile 2-2,5 ve 60-80
pg/ml araliginda bildirmektedir. Sun ve ark. (218) yenidogan saglikli buzagilarin
serum IL-4, IL-6 ve IL-10 konsantrasyonlarini sirasiyla 39,32 pg/ml, 183,11
pa/ml ve 32,29 pg/ml olarak bildirmektedir. Barigye ve ark. (223) saglikli yetigkin
sigirlarda 1L-6 ve IL-10 diizeylerinin sirasiyla yaklagik 20-25 ve 15-20 pg/ml
araliginda oldugunu bildirmektedir. Bu ¢alismada IL-4, IL-6 ve IL-10 medyan
degerleri sirasi ile 51,53; 8,35 ve 9,67 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada
kullanilan kontrol grubu buzagilarin serum inflamatuvar sitokin (TNF-a, IFN-y,
IL-1B, IL-12) konsantrasyonlarinin literatiirde saglikli buzagilar i¢in bildirilen
serum sitokin konsantrasyonlari ile benzer veya bir miktar daha diisiik diizeyde
oldugu goriilmektedir. Yine anti-inflamatuvar sitokin (IL-4, IL-6, IL10) diizeyleri
de literatiirde belirtilen diizeyler ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar kontrol
grubu buzagilarin klinik olarak saglikli olmalarinin yaninda inflamatuvar bir
problemlerinin olmadiginin da bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Deneysel olarak E. coli ile enfekte edilen buzagilarda serum TNF-a
diizeylerinin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak olmasa da rakamsal olarak
arttig1, IL-6 ve IFN-y diizeylerinin ise kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak
yiikseldigi bildirilmistir (224). Pourjafar ve ark. (6) E. coli, rotaviriis, koronaviriis
ve C. parvum ishallerinde TNF-a ve IFN-y seviyelerinin kontrol grubundan
yiiksek oldugunu bildirmistir. Kirbas ve ark. (4) neonatal septisemili buzagilarda

TNF-a ve IL-6 diizeylerinde kontrol grubuna gore artis oldugunu bildirmistir.
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Patojenik etken tiirliniin belirlenmedigi bir calismada neonatal ishalli
buzagilarin plazmalarinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin arttig1 ancak IL-10
diizeylerinde kontrol grubuna gore onemli bir degisiklik olmadigi bildirilmistir
(5). Fischer ve ark. (4) tarafindan neonatal diyareli buzagilarda yapilan bir
calismada ise ishalin baslangicinda serum IL-6 diizeyi yiiksek olan buzagilarin
prognozunun daha kotii oldugu bildirilmistir. Beheshtipour ve ark. (5) neonatal
ishalli buzagilarin plazma o6rneklerinde yaptiklari ve etiyolojik etkenin
belirtilmedigi bir ¢alismada, ishalli buzagilarda IL-1 diizeylerini ortalama 506,92
pg/ml, kontrol grubu buzagilarda ise 81,78 pg/ml olarak; IL-6 diizeylerini ishalli
buzagilarda ortalama 23,87 pg/ml, kontrol grubunda ise 14,53 pg/ml olarak;
TNF-a diizeylerini ishalli grupta 0,17 ng/ml, kontrol grubunda ise 0,023 ng/ml
olarak; IL-10 seviyesini ishal grubunda 26,55 pg/ml, kontrol grubunda 15,79
pg/ml olarak bildirmistir.

Bu ¢alismada, E coli grubunda, IL-1B, IL-2, IL-12, IL-17 ve IFN-y gibi
inflamatuvar sitokinlerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli diizeyde
artmast bu grupta siddetli bir inflamatuvar siirecin varligini isaret etmektedir.
Inflamatuvar sitokinlerdeki bu artis diger calismalarin (6, 7) sonuglariyla
uyumludur. Bunun yaninda T hiicrelerince sentezlenen IL-4 ve IL-5 gibi giiclii
anti-inflamatuvar etkiye sahip sitokinlerin de 6nemli diizeyde artmis olmasi,
kolibasillozun patogenezi i¢in 6nemli bulunmustur. Kazanilmis bagisikligin Th2
yoniinde de gelistigi goriilmektedir. Th2 yoniindeki kazanilmis bagisikligin
gelisiminde bu grupta 6nemli oranda artmis olan serum 1,25-D diizeyinin

etkilerinin olmasi olasidir.
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Hem makrofajlar ve DC hem de aktive olmus T hiicreleri tarafindan
sentezlenen 1,25-D’nin Th2 etkiligini artirmak suretiyle inflamasyonu kontrol
altinda tutarak immiinmodiilator etkinlik gosterdigi invitro ve invivo ¢aligmalarda
vurgulanmistir (68, 83). Bunlara ek olarak, buzagilarda E. coli ishallerinin diger
enfeksiyoz ishallere gore genelde daha erken yasta sekillendigi goz Oniine
alindiginda, E. coli grubundaki buzagilarin erken neonatal donemde bile antijenik
uyarima yanit olarak yeterli sitokin iiretebildigi goriilmektedir. Bu ¢alismada, IL-
13 disindaki diger tiim sitokinler i¢in E. coli grubunun en yiiksek ortalama
konsantrasyona sahip oldugu ve diger gruplardan en az birinden istatistiksel
olarak onemli diizeyde daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Buna sebep olarak
hastalik etkenlerinin farkli antijenik Ozelliklere ve patogeneze sahip olmalari
gosterilebilir. Gr (-) bakteri olan E. coli’nin membraninda bulunan LPS immiin
hiicrelerden sitokin sentezinin iyi bir uyaranidir (91, 142, 145).

Bu caligmada, Rotaviriis grubunda kontrol grubuna gore inflamatuvar
sitokinlerden serum IL-12 diizeyinde artis olmasma karsin TNF-o, IL-6
diizeylerinde azalma ve digerlerinde ise farklilik olmamasi bu hastalikta siddetli
bir inflamatuvar seyrin olmadigim1 gostermektedir. E. coli grubunun aksine anti-
inflamatuvar sitokinlerden IL-10 disindakilerde farklilik goriilmemis, IL-10
diizeyinde ise azalma belirlenmistir. Rotaviriis grubunda inflamatuvar seyrin
olmamasi yaninda, istatistiksel olarak 6nemli olmasa da serum 25-D diizeyinde
azalma ve 1,25-D diizeyinde artis olmasi lokal 1,25-D sentezinin varligina isaret

edebilir.
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Bu c¢alismada, Koronaviriis grubunda inflamatuvar sitokinlerden IL-12
artisina karsin TNF-a diizeyinde azalma olup, digerlerinde farklilik olmamuistir.
Antiinlamatuvar sitokinlerde de kontrol grubuna goére Onemli bir farkliligin
belirlenmemis olmasi1 bu hastalarda belirgin bir inflamatuvar siirecin olmadigina
isaret etmektedir. Bu grupta serum 1,25-D diizeyinin kontrol grubuna gore 6nemli
diizeyde artmis olmasi immiin hiicreler tarafindan ekstrarenal 1,25-D sentezinin
varligini isaret edebilir.

Aich ve ark. (226) buzagi intestinal dokular1 ile yaptiklari in vitro
calismada hem rotavirlis hem de koronaviriis ile olusturulan enfeksiyon
modellerinde rotaviriis enfeksiyonunda IL-6 ile iliskili genlerin aktivasyonunda
koronaviriis enfeksiyonuna gore artis oldugunu, ancak ilging bir sekilde IFN-y ile
iligkili genlerde her iki virlis grubunda da azalma gorildiigiinii bildirmistir.
Benzer sekilde bu caligmada rotaviriis ve koronaviriis gruplarinin IFN-y
diizeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farksiz oldugu goriilmektedir.
Bu sonug rotaviriis ve koronaviriis enfeksiyonlarinda IFN-y sentezinin dolayisi ile
Th1 immiin yanitinin engellendiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Bu calismada, C. parvum grubunda koronaviriis grubuyla benzer sekilde
inflamatuvar sitokinlerden TNF-a diizeyinde azalma belirlenmistir. Digerlerinde
ise bir farklilik goriilmemistir. Bunu yaninda anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-4
ve IL-5 diizeylerinde kontrollere goére belirgin azalmanin olmasi bu hastalarda
immiin sistemin baskilanmis oldugunun bir gostergesi olabilir.

Drinkall ve ark. (185) buzag: intestinal dokularinda deneysel olarak C.
parvum enfeksiyonu olusturarak yaptiklar1 in vitro ¢alismada C. parvum ile

enfekte edilen dokularda IL-17 sentezinde artis oldugunu ancak IL-1p sentezinde
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degisim olmadigini bildirmistir. Li ve ark. (181) tarafindan buzagilarda deneysel
olarak olusturulan C. parvum enfeksiyon modelinde enfeksiyondan sonraki 3.
giinde serum IFN-vy, IL-2, IL-4 ve IL-12 diizeylerinde kontrol grubuna gore diisiis
oldugunu; 6. giinde ise IFN-y, IL-4 ve IL-12 diizeylerinde diisiis oldugunu
bildirilmistir. 9. giinde ise IFN-y ve IL-4 seviyelerinde azalma ve I1L-12 diizeyinde
artis oldugunu bildirilmistir. Bu ¢alismada C. parvum grubunda serum IL-17, IL-
1B, IFN-y, IL-4, IL-2 ve IL-12 diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
bir degisim goézlenmemistir. Calismalar arasindaki farklilik 6l¢iimde kullanilan
materyalin farkliligindan ileri gelmis olabilir. Deneysel olarak C. parvum ile
enfekte edilen buzagilarin periferal kan lenfosit hiicreleri ile in vitro yapilan bir
calismada, lenfositlerin IFN-y ve IL-12 mRNA ekspresyonlarinin arttigi
gosterilmistir (227). Diger bir deneysel c¢alismada ise buzagilarda C. parvum
enfeksiyonunda intestinal epitelyal hiicrelerde IFN-y ve IL-12 sentezinde artig
oldugu, IL-2, IL-4 ve IL-10 sentezinde 6nemli bir degisim olmadigi bildirilmigtir
(8). Arastiricilar (8, 227) dokularda lokal {iretilen sitokin diizeylerini belirledikleri
icin bu c¢alismalarda dolasima gecen sitokin miktarmin ne kadar oldugu
bilinmemektedir. Dolagimdaki sitokin miktarlarinin 6l¢iildiigli bu calisma ile diger
caligmalar arasinda farkliliklar olmasinin muhtemel sebebi yontem farkliliklari
olarak distintilmiistiir.

Ishalli buzagilarda sitokin diizeylerinin belirlendigi arastirmalarin
sonuglar1 ile bu g¢aligmadaki hasta gruplarindan elde edilen sitokin diizeyleri
degerlendirildiginde, bazi gruplarda benzerlik varken, bazi gruplarda farklilik
oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklar klinik ¢aligmalarda kan alma zamanlarinda

bireylerdeki hastaligin siddetinin farklilik gostermesi ile agiklanabilir.
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Yar1 omiirleri ¢ok kisa olan sitokinlerin kandaki diizeylerinde hastaligin
seyri sirasinda dalgalanmalar olmasi da olasidir. Bu ¢alismada hem inflamatuvar
hem de anti-inflamatuvar sitokinlerden miimkiin oldugunca en fazla sayida
belirlenerek analizleri yapilmistir. Béylece uyarim sekilleri, uyarim siddetleri ve
yar1 omiirleri ¢ok sayidaki farkli sitokinin dolasimdaki diizeylerinin ayni bireyde
es zamanl olarak birlikte olgiilmesi ile inflamatuvar ve antiinflamatuvar immiin
cevap hakkinda daha genis bir agidan degerlendirme yapilabilmesi miimkiin
olmustur.

Bu c¢alisma klinik bir ¢alisma olup, dogal hastalar {izerinde
yuritiildiigiinden, o6zellikle kan orneklerinin alinma zamanlarinda hastalik
slirecinin bire bir ayn1 zaman diliminde olabilmesi miimkiin degildir. Yine
deneysel bir calisma olmadigindan sitokin ve D vitamini metabolitlerinde
hastaligin baslangicindan itibaren gelisim siirecinde meydana gelen degisimler
kaydedilememistir. Ancak deneysel olusturulan enfeksiyonlarda bile hastaligin
siddeti, siiresi ve klinik semptomlarin benzerligi bakimindan oldukca fazla
farklilik bulundugu g6z 6niine alindiginda, bu ¢alismada klinik belirtileri birbirine
benzer olan dogal enfeksiyonlu buzagilardan elde edilen degerlerin hastaliklarin
seyri sirasindaki durumu 6nemli 6l¢iide yansittigi diistiniilmektedir. Sitokinlerin
yart Omirlerinin kisa olmasi nedeniyle dolasimdaki diizeylerinin degiskenlik
gosterdigi  bilinmektedir. Bu c¢alismada miimkiin oldugunca fazla sayida
inflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokin analizi yapilarak degerlendirmelerin
bireysel degisimlere bagli kalmaktan ziyade daha genis bir perspektiften

yapilabilmesi saglanmaya ¢alisilmistir.
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Flores-Villalva ve ark. (200) klinik olarak saglikli buzagilarda dolasimdaki
25-D diizeyleri ile nétrofil, eozinofil ve bazofil sayilar1 arasinda negatif
korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Hasta kedilerde yapilan benzer bir ¢alismada
da 25-D ve nétrofil sayisi arasinda negatif korelasyon oldugu bildirilmis ancak
25-D seviyesindeki diisiisiin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugunu ortaya
konulamamustir  (88). Sigirlarda serum 25-D diizeyi ile siitteki somatik
hiicrelerinde bulunan IL-1B ve defensinler arasinda pozitif yonde korelasyon
oldugu ayrica oral yolla 25-D tedavisinin mastitise karsi1 korunmay arttirdigi ve
hastaligin siddetini azalttigi bildirilmistir (225). Bu c¢alismadaki tiim gruplarin
serum 25-D ve 1,25-D diizeyleri ile sitokin konsantrasyonlar1 arasindaki iliskinin
belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglarina gore, Rotaviriis, Koronaviriis ve C.
parvum gruplarinda baz1 korelasyonlarin oldugu ortaya konulmustur. Rotaviriis
grubunda 25-D ile IFN-y arasinda; Koronaviriis grubunda 1,25-D ile IL-2
arasinda, C. parvum grubunda 25-D ile IL-17 arasinda negatif yonde bir
korelasyon oldugu belirlenmistir. C. parvum grubunda 25-D ile IL-6 arasinda ise
pozitif yonde bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Sitokin diizeyleri ile 25-D ve
1,25-D arasindaki sebep sonug iliskisinin enfeksiyonlarin baslangicindan itibaren
hastalik siirecinin farkli asamalarinda belirlenmesinin yararli olacagi kanisina
varilmistir.

Sonug olarak, bu ¢calismada neonatal buzagi ishallerine neden olan 4 farkh
patojene bagli olarak gelisen hastaliklarda serum sitokin ve D vitamini
metabolitlerinin diizeyleri belirlenmistir. Ozellikle E. coli’ye bagl olarak
sekillenen hastalikta bazi inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerde artislarla

birlikte, serum 1,25-D diizeyinde de yiikselme tespit edilmistir.
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Farkl1 enfeksiyoz etiyolojilerden kaynaklanan neonatal buzagi ishallerinde
enfeksiyonun tiirline bagli olarak serum sitokin ve D vitamini diizeylerinde
farkliliklarin = olustugu ortaya konulmustur. D vitaminin neonatal buzagi
ishallerinde immiin yanitin diizenlenmesinde etkinliginin olabilecegi kanisina

varilmstir.
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