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OZET

Sola Abomazum Deplasmanli ineklerin Operasyon Oncesi ve Sonras1 Serumlarinda

Lipit Mobilizasyonu ve Oksidatif Stres Parametrelerinin Arastirilmasi

Abomazumun sola deplasmani (LDA), yiiksek siit verimli sigirlarda, genellikle erken
laktasyon déneminde negatif enerji dengesine bagli olarak gelisen 6nemli metabolik
hastaliklardan birisidir. Calismamizda, operasyon dncesi ve sonrast LDA’l1 sigirlarda,
lipit mobilizasyonu ve oksidatif stres parametreleri ile bunlar arasindaki iliskilerin
incelenmesi amaclandi. Calismada, LDA’l1 (n=16), sigirlar; operasyon dncesi (pre-0p
LDA)) operasyondan hemen sonra (post-op LDA) ve operasyon sonrast 10.giin (post-
op 10 LDA) olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubu sigirlar, erken laktasyon
(n=8) ve kuru donemki (n=8) sigirlardan olusturuldu. Serum TOS ve MDA
diizeylerinin pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol gruplara gore arttigi, TAS diizeyleri ve
PONI1/ARES aktivitelerinin ise azaldig: tespit edildi. Serum total kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol diizeylerinin pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol gruplarina
gore azaldigi, BHBA diizeyi ile AST ve GGT aktivitelerinin ise arttig1 belirlendi.
Mevcut ¢alismada, LDA’11 siit sigirlarda hastaligin teshis, tedavi ve prognozunda lipit
parametreleriyle birlikte TAS, TOS ve PONI1/ARES gibi oksidatif stres
parametrelerinin de degerlendirilmesinin yararli olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Siit Sigiri, Sola Abomazum Deplasmani, Lipit Mobilizasyonu,
Oksidatif Stres
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ABSTRACT

Investigation of Lipid Mobilisation and Oxidative Stress Parameters in the Serum

Before and After Surgery of Cows with Left Displacement Abomasum

Left Abomasum Displacement (LDA) is one of the most important metabolic diseases
which is caused by negative energy balance during early lactation period for high milk
efficient cows. The purpose of this study was to investigate the lipid mobilization and
oxidative stress parameters in cows with LDA before and after the operation. In this
research, cows with LDA (n=16) was divided into three groups that are before
operation (pre-op LDA), immediately after the operation (post-op LDA) and 10" day
after the operation (post-op 10 LDA). Control groups were formed from cows that are
early lactation (n=8) and dry period (n=8). Serum TOS and MDA levels in cows with
the pre-op LDA are increased compared to control groups while their TAS levels and
PON1/ARES activities are decreased. Serum total cholesterol, HDL cholesterol and
LDL cholesterol levels were decreased in cattles with LDA compared to control groups
while their BHBA levels, AST and GGT activities were increased. In this study, it has
been concluded that in evaluating of the diagnosis, treatment and prognosis of disease
in dairy cows with LDA may be used of the oxidative stress parameters such as TAS,
TOS and PON1/ARES together with lipid parameters.

Keywords: Dairy Cow, Displacement Abomasum, Lipid Mobilisation, Oxidative
Stress
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1. GIRIS

Yiiksek siit verimli sigirlarin baslica metabolik bozukluklari, plasentanin
atilamamasi, abomazum deplasmani1 (AD), ketozis, asidozis, yagli karaciger,

hipokalsemi, hipomagnesemi ve laminitis gibi hastaliklardir (Celi, 2011).

Abomazum Deplasmani, yiiksek siit verimli ineklerde sik¢a karsilasilan
ekonomik olarak 6nemli ve multifaktdriyel sindirim sistemi hastaliklarindan birisidir.
Cogunlukla dogum sonrasi 2-4 hafta (ge¢is donemi) i¢inde olusur. Etiyolojik faktorler,
esasen kuru periyotda kismen baglayan enerji metabolizmasindaki bozukluklardir.
Bunun disinda, stres, beslenme ve metabolik bozukluklarla da yakindan iliskilidir.
Azalan abomazal kontraktilite, atoni, dilatasyon, azalan ruminal hacim, hipokalsemi,
endotoksemi, alkalemi, hipergastrinemi ve hiperinsiilinemi deplasman i¢in hazirlayici
faktorler olabilir. Bu arada genetik yatkinlik da gbzardi edilmemelidir. Abomazum
deplasmanlariin %80-90°1, sola abomazum deplasmanlaridir (LDA). Sola abomazum
deplasmaninda, abomazum rumene dogru sol ve ventral olarak kayar. Ayrica omazum,
retikulum ve karaciger de yer degistirir. (Aly ve ark., 2016; Maden ve ark., 2012; Sezer
ve ark., 2012;). LDA’l birg¢ok sigir yagh karaciger ve inflamatuvar bozukluklar ya da
mastitis, metritis, plasentanin atilamamasi ve bakteriyel enfeksiyonlar (pnémoni vb.)
gibi eszamanli hastaliklardan etkilenir. Boylece istah kaybi ve besinsel stres sonucu
stit veriminde ani azalmalar goriiliir. Hastalik siit sigirlarinda, tedavi masraflar ve
tiretim kaybi sebebiyle biiylik ekonomik éneme sahiptir. Sola deplasmanli sigirlarin
%95°1 cerrahi miidahele ile diizeltilmesi sonucu tamamen normale donmektedirler.
Cerrahi miidahale ¢ok kabul géren ve AD’1nin sebep oldugu finansal kayb1 azaltmanin
uygun maliyetli bir tedavisidir. Abomazal motilitenin diizeltilmesi, gazin bosalmasina
ve abomazumun normal anatomik pozisyonuna dénmesine sebep olur. (Aly ve ark.,
2016; Giizelbektes ve ark., 2010; Markiewicz ve ark., 2009).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), fizyolojik ve patolojik sartlar altinda canli
organizmalarda meydana gelirler. Bunlar, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarla nétralize edilirler. Sayet ROS olusumu ve antioksidatif sistem
arasindaki denge bozulursa oksidatif stres olusur. Oksidatif stresin savunma

mekanizmalarinin azalmasinda ve hastaliklarin gelisiminde temel risk faktorii oldugu



diistiniilmektedir. Ciflik hayvanlari, 6zellikle yasamlarinin ilk haftasindaki geng
hayvanlar ve ge¢is donemindeki hayvanlar oksidatif stres agisindan yiiksek risk
grubundadirlar. Oksidatif stresin de AD’min patogenezinde etkili oldugu son yillarda
bildirilmistir (Celi, 2011; Durgut ve ark., 2016; Fiirll ve ark., 2003;)

LDA riskinin arttifi gecis doneminde, hayvanlar adipoz dokudan yag
mobilizasyonuna sebep olan negatif enerji balansindan (NEB) zarar goriir ve kanda
yiiksek konsantrasyonlarda serbest yag asitleri (SYA)’leri diretilir. Artan SYA,
hepatositlerin mitokondrisine girer ve daha sonra enerji tiretmek i¢in okside olur. Bunu
takiben, SYA’lerinin artan oksidasyonu biiyiik oranda ROS olusturur ve lipoperoksit
olusumunda artisa sebep olur. Sonug¢ olarak, prooksidatif/antioksidatif durumda
degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler, immun ve inflamatuvar fonksiyonlar
tizerinde negatif bir etki meydana getirir. Bu inflamatuvar cevap gastrointestinal
motiliteyi degistirebilir ve abomazal hipomotiliteyi daha ileri derecede tetikleyebilir
(Ghazy ve ark., 2016; Turk ve ark., 2008). Ayrica LDA’l1 sigirlarda istah kayb1 ve
buna bagli olarak artan beta-hidroksi biitirik asit (BHBA) diizeylerinin diiz kas
hiicreleri tizerinde oksidatif stres etkileri gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak,
BHBA’in sigir LDA’sin1 da i¢ine alan bazi mide hastaliklarinin sebebi olabilecegi fikri
ileri stirilmistiir (Tian ve ark.2014). Kisacasi, laktasyon periyodunda ve ozellikle
gecis doneminde sigirlarda lipit metabolizmasi ve oksidatif stresin diisiik enerji
dengesine karsilik metabolik adabtasyonun bir parcasi oldugu goriilmektedir (Turk ve
ark., 2013). Bu nedenle LDA’l1 sigirlarin klinik ve laboratuvar bulgulari iizerine
calismalar hastaligin kontroliinde ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir. Dogum sonrasi donemdeki sigirlarin 6zellikle beslenme durumunu
yansitan bazi biyokimyasal degisiklikler tizerine AD’inin etkisine dair bir¢ok ¢aligma
olmasma ragmen, LDA’l1 sigirlarda oksidant-antioksidant durumu degerlendiren

smirl galisma mevceuttur (Aly ve ark., 2016).

Bu c¢alismada, LDA’li sigirlarda, operasyon Oncesi ve sonrasi lipit
mobilizasyonu ve bazi oksidatif stres parametrelerinin arastirilmasi amaglandi.

Boylelikle hastaligin teshis, tedavi ve prognozuna iliskin bilgilere katki saglanmasi
hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Abomazum Deplasmani

Sigirlarda dogum sonrasi periyotta saglik problemleri, temelde NEB baglantili
metabolik bozukluklar ve bu bozukluklar1 takiben immun sistemin baskilanmasina
baglanmaktadir. Siit sigirlarinda bu donemde plasentanin atilamamasi, AD, ketozis,
asidozis, yagh karaciger, hipokalsemi, hipomagnesemi ve laminitis gibi hastaliklara
sik¢a rastlanilmaktadir (Celi, 2011). Abomasumun 6zellikle sola deplasmani (LDA)
genellikle dogum sonrasi ilk aylarda olusur. Predispoze faktorler, gebeligin son
haftasinda artan serbest yag asitleri (SYA>500mikromol/L) ve laktasyonun ilk
haftasinda artan beta-hidroksi biitirat konsantrasyonu (BHBA>1200mmol/L)’dur.
Ayrica, metabolik alkaloz ve hipokalsemi (Ca<1.2mmol/L)’nin gastrointestinal kanal
diiz kaslarinin kontraksiyon yetenegini daha da azaltmasi yiiziinden risk olusturduguna
inanilir. Bu durum abomasum i¢in mekanik bir bariyer olarak fonksiyon gdren bos
rumen ile kombine olarak deplasmanin olusumuna katkida bulunur. LDA’l1 sigirlarin
%095°1 cerrahi ile diizeltilmesi sonrasi tamamen normale donmektedirler, fakat saga
deplasman (RDA) igin prognoz daha kotiidiir ve %75,5°1ik bir oranda diizelme goriiliir
(Markiewicz ve ark., 2009).

AD abdomenin dorsal kisminda ylizen gaz ile dolu abomasumla karekterizedir.
Bu durum siit iiretiminde azalma, sigirlarin hastalanmasi ve bazi durumlarda 6liime
sebep olan anoreksia ve kolik’le sonuglanabilir. LDA vakalart biiyiik ekonomik
kayiplara yol agar. AD’ninin patogenezinde abomasumdaki gazin birikmesi hayatidir.
Bu gazin birikmesi, abomazumda artan gaz tliretimi ve abomasumun hipomobilitesi
yiiziinden olabilir. Abomasumda metan ve karbondioksit gazlari birikir. Normal
abomazumdaki gaz liretimi oral ya da oral olmayan yolla ¢ikarilarak dengelenir.
Abomazumun motilitesi yetersizse gaz birikimi olusur. Nervus vagus abomasum
motilitesinde Onemli bir rol oynar. Vagal sinirin etkisi yaninda rumen ve
abomasumdaki ugucu yag asitlerinin artan miktari, endotoksinler, metabolik alkaloz
ve diisiik kan kalsiyum diizeyleri motilitenin azalmasinin olast nedenleri olarak

distintilir (Winden ve Kuiper, 2003).



Baslica risk periyodu buzagilama sonrast ilk aydir. Ozellikle Holstein-Friesian,
Jersey ve Guernsey sigirlarda AD daha yaygin goriilmektedir (Winden ve Kuiper,
2003) Gebeligin sonunda kaba yem tiiketiminin sinirlanmasi ve ¢ok miktarda misir
silaj1 ile beslenme de AD igin risk faktoriidiir. Rumen dolulugu, rasyonun fiziksel
formu ve rumende {iretilen ugucu yag asitlerinin miktar1 deplasmanin gelisimiyle
sonuclanan abomasumun hipomobilitesi i¢in temel sebepler olarak diisiiniiliir.
Deplasman durumuyla baglantili, metabolizmaya iliskin 6nemli {i¢ faktor;
hipokalsemi, metabolik alkaloz ve NEB’dir. Laktasyonun ikinci haftasinda azalan
kalsiyum diizeyleri de deplasman Oncesi sigirlarda tespit edilmistir. Hipokalsemi
esnasinda abomazal duvarin azalan kontraksiyonu abomasal hipomotilitenin
ongoriilen sebebidir. Metabolik alkaloz paratiroid hormon igin reseptérlerin
duyarliligimin azalmasiyla hipokalseminin nedeni olabilir. Diger metabolizma
bozuklugu NEB’dir. Her postpartum siit sigirinda NEB gelisir. Bununla birlikte her
sigirda problem olugsmaz. Hastalik genellikle NEB’nin siddetine ve siiresine baglidir.
Ciddi NEB’nin deplasman i¢in 6nemli risk faktorlerinden biri oldugu kabul
edilmektedir (Winden ve Kuiper, 2003).

Abomasum deplasmani; tedavi giderleri, premature dogumlar, iireme kaybi1 ve
olim yliziinden siit¢ii siiriilerde ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Abomasal
deplasmanlarinin %80-90’1 sola deplasmanlardir. Beslenme LDA’nin etiyolojisinde
temel risk faktorii olarak yer alir. Dogum sonrasi hastaliklar LDA i¢in risk faktorii
olarak bilinmektedir. Komplike olmayan ketozisli sigirlarda LDA riskinin arttig
bildirilmistir. Plasentanin atilamadigi, hipokalsemili ya da metritisli sigirlarda da
sirastyla LDA riski artar. Bu durum beslenme ve siirli idaresinin postpartum
bozukluklar1 6nledigi ve boylece LDA riskini azalttig1 sonucunu ortaya koyar. Aksine,
LDA’nin da diger postpartum bozukluklarmn riskini artirdigi bildirilmistir. LDA’l
sigirlarda, komplike ketozis, ve metritis riski de artmaktadir. Ayrica dogum oncesi

yiiksek plazma SY A konsantrasyonlu sigirlarda da LDA riski artar (Shaver,1997).

2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Olusumu ve Oksidatif Hasar

Molekiiler oksijen tiim aerobik canlilarda yeterli enerji iiretimi igin elektron

akseptorii olarak gereklidir. Serbest radikaller, ya mitokondriyal elektron transport



zincirinden ya da NADPH’1n uyarilmasindan kdken alan hiicresel metabolizmanin son
tiriinii olarak sekillenir. Serbest radikaller, dis orbitalinde en az bir tane ortaklanmamis
elektrona sahip molekiiller olarak tanimlanir ve oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlari
boyunca elektron transferini uyarabilir. ROS, molekiiler oksijen ve siiperoksit
anyonundan (‘O2") kdoken alan serbest radikallerin bir sinifidir. Siiperoksit anyonu
elektron tagima zincirinden kdken alan, cogunlukla mitokondri i¢inde iiretilen baslica
reaktif oksijen tiiriidiir. Solunum zincirinde, molekiiler oksijen bir elektron aldiginda
‘02" sekillenir (Reaksiyon (1)). Aktive nétrofil ve makrofajlar ‘O™ ‘nun diger 6nemli
kaynagidir ve yangisal reaksiyonlar sirasinda NADPH oksidaz tarafindan enzimatik
olarak sekillenir ( Sordillo ve Aitken, 2009).

Oy +e == Oy 1)

Stiperoksit anyonu (‘O27), sonrasinda farkli ROS ¢esitlerini olusturmak tizere
diger molekiillerle reaksiyona girebilir. Ornegin, mitokondri i¢ membraninin icinde
stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla (Reaksiyon (2))
oksijen (O2) ve hidrojen peroksit (H202) olusabilir.

SOD

202 + 2H" == O +H20; 2)

Demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi belirli gecis elementleri, sirasiyla Haber-Weis
(Reaksiyon (3)) ve Fenton (Reaksiyon (4)) reaksiyonlariyla ¢ok daha reaktif hidroksil

radikali (OH') olusturmak tizere ‘02" ve H20: ile etkilesime de girebilir.

Fe*ya da Cu™
‘02 + HOp =l O, + OH™ + OH: 3)
Fe*? + Hy0; == Fe*¥+ OH + OH: 4)

ROS’un birikimi memeli dokularinda ciddi hasarlara yol agabilir. ROS’un
temel biyolojik hedefleri lipitler, proteinler, DNA ve diger makromolekiillerdir.
(Sordillo ve Aitken, 2009; Valko ve ark., 2007). Hidroksil radikali, DNA molekiiliiniin

tim bilesenleri ile reaksiyona girerek hem piirin hem pirimidin bazlar1 hem de



deoksiriboz omurgasina zarar verir. En ¢ok ¢alisilan DNA hasar1 8-hidroksiguanozin
(8-OH-G) olusumudur. Oksidatif hasar sonucu genetik materyalin kalict
modifikasyonlari, mutagenez, karsinogenez ve yaslanmanin ilk evrelerini olusturur.
ROS sadece DNA iizerinde hasar olusturmaz, ayrica oksidasyona duyarh
fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asidi artiklarini igeren diger hiicre bilesenlerini de
etkiler. Peroksil radikalleri (ROO") sekillenince, peroksidasyon siirecinin son iriinii
olan malondialdehit (MDA) olusturmak iizere siklizasyon reaksiyonu ile

endoperoksitlere doniisebilir. (Valko ve ark., 2007).

Radikal zincir siirecinin birbirini takip eden reaksiyonlarinda, OH" radikali,
lipit radikali (L') olusturmak iizere plazma membranlarindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinden bir elektron ¢ikarabilir. Aerobik sartlar altinda L-, lipit peroksi radikali
(LOO) olusturmak igin molekiiler oksijenle reaksiyona girebilir. Biriktigi takdirde
LOO-, plazma membranindaki komsu yag asitlerinden bir hidrojenin ayrilmasiyla
reaktif lipit hidroperoksitler (LOOH) olusturarak bir otokatalitik zincir reaksiyonuna
sebep olabilir. Bu nedenle LOO-, olusum yerinde yeterli diizeyde azalmazsa lipit
peroksidasyon siirecini baslatabilir. OH- radikali, ayrica DNA molekiiliiniin tim
bilesenlerine oksidant-indiikleyici hasara sebep olabilir ve gen mutasyonlar ile
bozulmus protein sentezine yol agabilir. OH- nin diger hedefleri proteinlerin amino asit
yan zincirleridir. Proteinlerin sistein ve metiyonin artiklari bazi farkli ROS’lar
tarafindan oksidasyona duyarhidir ve tiyol gruplar arasinda disiilfitlerin reversibl
oluumuna yol acabilir. Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidatif modifikasyonu
proteinlerin fonksiyonu ile sinyal iletimi ve hiicrelerin transkripsiyonel olusumlari gibi
cok yonlii metabolik etkileri diizenleyebilir. Diisiik ROS diizeyleri aslinda normal
hiicresel fonksiyonlarin1 kolaylastirirken, proteinlerin asir1 okidasyonu, hiicresel
fonksiyon bozuklugu ya da prematiire protein yikimina yol acgabilir (Sordillo ve
Aitken, 2009).

2.3. Antioksidan Savunma Mekanizmalari ve Oksidatif Stres

Metabolizmada ROS iiretimine karsilik antioksidan savunma gelisir.
Antioksidan savunma, makromolekiillerin oksidasyonunu engeller ya da okside

molekiilleri indirger. Boylece antioksidanlar genel bir ifadeyle, hedef molekiillerin



oksidatif hasarin1 geciktiren, Onleyen ya da wuzaklastiran bilesikler olarak
tanimlanabilir. Antioksidan savunmalar, hiicre i¢inde sentezlenebilir ya da besinlerle
almabilir ve farkli hiicre tipleri ile dokularda gecici olarak bulunurlar. Farkh
antioksidan savunma mekanizmalari, onlarin suda ya da lipitlerde ¢oziiniirliikleri ya
da onlarin kimyasal/fiziksel 6zelliklerine gore (enzimatik ya da enzimatik olmayan)

smiflandirilabilirler ( Sordillo ve Aitken, 2009).

En etkili antioksidanlar, direk olarak ROS iiretimini azaltabilen enzimlerdir.
Ornegin, siiperoksidin ( ‘Oz2"), H202 ve molekiiler oksijene déniisiimii SOD ile ya da
H202 in su ve molekiiler oksijene déniisiimii katalaz (CAT) enzimiyle katalize edilir.
Enzimatik olmayan antioksidanlardan tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler, lipoik

asit ve glutatyonu sayabiliriz ( Sordillo ve Aitken, 2009).

Hem hidrofilik (sitoplazma ve ekstraselliiler sivilar) hem de lipofilik (membran
lipitleri) fazlarda fonksiyon goren cesitli antioksidanlarin bulunmasi oksijen
metabolizmast esnasinda doku biitiinliigiinii devam ettirmede 6nemlidir. Normal
fizyolojik sartlarda viicuttaki antioksidan savunma sistemleri, etkili bir nétralizasyon
ve eliminasyon ile ROS’u etkisiz hale getirebilir. ROS iiretimi; lipitlerin, DNA,
proteinler ve diger makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucu olusan pro-oksidanlari
notralize eden antioksidan savunmanin kapasitesini asarsa oksidatif stres meydana
gelir. ROS’un asir1 birikimi, antioksidan savunmanin bozulmasi ya da her iki durumun
meydana gelmesi dengenin bozulmasina yol agar. Boylece hiicre hasar1 sonucu immun
ve inflamatuvar bozukluklara bagli hastalik tablosu ortaya ¢ikar (Sordillo ve Aitken,
2009; Baerheim, 2015).

2.4. Oksidatif Stres Belirtecleri

Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) oksidatif stres i¢in bir belirte¢ olarak kullanmak
zordur, ¢linkii bunlar Ol¢lilme esnasinda yeterli stabilteye sahip degillerdir. Bu
nedenle, ROS’un stabil metabolitleri ve lipit peroksit son tiriinleri ve okside proteinler
gibi oksidasyon iirlinleri oksidatif stres belirtecleri olarak kullanilir. Malondialdehit

(MDA) ¢ok yaygin kullanilan lipit peroksidasyon belirtecidir (Baerheim, 2015).



2.4.1. Malondialdehyde (MDA)

Malondialdehit (MDA), kiigiik molekiil agirlikli (72.07 g/mol), ugucu, g
karbonlu bir dialdehitdir. Notral ya da alkali ortamda genellikle enol formunda bulunur
(Sekil 2.1). Fizyolojik pH’da MDA orta diizeyde reaktiftir. DNA ve proteinler
tizerinde mutajenik ve atherojenik etkilerinden dolay1 yiiksek diizeyde toksik oldugu
diistiniilmektedir. Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sonucunda olusur
(Sekil 2.2) ve ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonunun ¢ok c¢alisilan bir son
rtiniidiir (Baerheim, 2015).

o o o OH
NN e A
—_——
Keto form Enol form
Sekil 2.1. MDA nin keto ve enol formu
3 gift bagli yag asidinin bir kisma
LH /\ N e /
: l H ; Hidrojen ayvrilmasi
17 R S o A
l Konjuge diene
: donusum
¥, s S :
1 O- Oksijen alima

LOO® \(—\_/\: /\

| o ' peroksﬂ radikali otokatalitik
l 81 zincir reaksiyonuyla diger
, ¢oklu dow mamis ¥ ag

LOOH \(_\ /\ /\ asidinden H" 1 ayirir.

H l MDA 'va ayrigir.

MDA R e W

Sekil 2.2. Lipit Peroksidasyonu. LH: poliansature lipit, L- : Karbon merkezli lipit
radikali, LOO: : lipit peroksil radikali, LOOH: lipit hidroperoksit. Eger lipit radikalleri
radikal olmayan tiirlerle reaksiyona girer yada bunlar1 olusturursa lipit peroksidasyonu
sonlanir. Lipit hidroperoksit (LOOH) kolayca lipit alkoksil radikaline (LO-),
aldehitlere, alkanlara, lipit epoksitlere ve alkollere doniigebilir. (Baerheim, 2015).



2.4.2. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Dokularin antioksidan kapasitesi, dlciilebilen ve total antioksidan kapasiteyi
(TAK) hesaplamada kullanilan serbest radikallere karsi savunma sistemindeki 6zgiin
bilesenleri ifade etmektedir. Antioksidanlarin plazma ya da serum konsantrasyonlari
ayr1 ayr1 parametreler halinde belirlenebilir, fakat bu yontem zaman alic1, yorucu ve
pahali olmakla birlikte komplike teknikler gerektirir. Diger yandan TAK, Erel (2004),
tarafindan gelistirilen bir metotla 6l¢iilen serum total antioksidan seviyesini (TAS)
yansitmaktadir. Bu metotda, lipitler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillerin giiglii
oksidatif hasarina sebep olan potansiyel serbest radikal reaksiyonlarina kars1 meydana

gelen serum total antioksidan diizeyleri olgiiliir (Kayar ve ark., 2015).
2.4.3.Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Oksidatif stres bircok hastalikta ikincil etkili faktordiir. Ayrica, oksidatif stresin
sebep oldugu hastaliklardan zarar goren hayvanlarda total antioksidan seviyesi (TAS)
ve total oksidan seviyesi (TOS) arasinda onemli Glgiide bir negatif korelasyon
bildirilmistir. Erel (2005), tarafindan gelistirilen bir metotla TOS belirlenmektedir.
ROS’a kars1 oksidatif savunma mekanizmalarinin aktive olmasina ragmen, yeterince

etkili olmayabilir ve hastaliklarin klinik semptomlar1 ortaya ¢ikabilir (Kayar ve ark.,
2015).

2.4.4. Paraoksonaz 1 (PON1)

Paraoksonaz (arildialkilfosfataz, EC 3.1.8.1), karacigerde sentezlenen bir
kalsiyum bagimli esterazdir ve organofosfor bilesiklerinin hidrolizini katalize eder.
Paraoksonazin oOnceleri toksikolojide arastirilmasina ragmen, antiatherojenik,
antiinflamatorik ve HDL’nin antioksidatif 6zelliklerindeki rolii son yillarda 6nem
arzetmistir. Insan ve s1gir serumunda paraoksonazin N-terminal kismi apolipoprotein
A-1 (Apo A-1) ve HDL ile iliskilidir (Sekil 2.3). Paraoksonazin fizyolojik substratlari
diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) fosfolipitlerini okside eder ve serbest oksijen
radikallerinin birikmesiyle sonug¢lanan oksidatif olaylar ortaya ¢ikar. (Askar ve

Biiyiikleblebici, 2012; Ekmekgi ve ark., 2004; Turk ve ark.,2004).
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Sekil 2.3. Insan serum paraoksonaz 1 (PON1) enziminin yapis1 (Demir ve Beydemir,
2015)

Paraoksanazlar PON1, PON2, PON3 olarak isimlendirilen 3 enzimli bir ailedir.
Bu enzimler, dogmasal immuniteye, reaktif molekiillerin detoksifikasyonuna, ilaglarin
biyoaktivasyonuna, endoplazmik retikulum stresinin hafiflemesine ve hiicre
proliferasyon/apoptozisinin diizenlenmesine yardimci olurlar. Ayrica bu enzimler,
oksidatif hasar ve lipit peroksidasyona karsi koruyucu olarak degisik biyokimyasal
yollarda ¢ok fonksiyonlu rollere sahiptir. PON1 ailenin en ¢ok ¢alisilan enzimidir. Bu

enzim primer olarak karacigerde sentezlenir ve esasen serumda HDL ile iliskili olarak

bulunur (Ceron ve ark., 2014).

Serum paraoksonaz 1 (PONI1), ayrica arilesteraz olarak da bilinir, g¢esitli
aromatik karboksilik asit esterleri ve bazi organofosfatlarin hidrolizini katalize eden
kalsiyum bagimli bir esterazdir. PON1 43 kDa bir proteindir ve karaciger tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. Insan serumunda, PON1 HDL ile yakindan iliskilidir. PON1
enzim aktivitesini 6l¢mek icin, genellikle 2 cesit substrat kullanilir. Paraoksonaz
aktivitesi i¢in paraokson ve arilesteraz aktivitesi i¢in fenil asetat kullanilir. PON1’in
organofosfatlarin hidrolizindeki rollerine ilaveten, LDL oksidasyonuna kars1
antioksidan koruma sagladigi da bildirilmistir. Bu fonksiyon, muhtemelen lipit

peroksidi hidrolize etme kapasitesiyle iliskilidir ve insanlarda atherosklerozisi
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Oonlemede Onemlidir. PONI1, oksidatif stres esnasinda HDL’in fonksiyonunu

korumasina da yardim eder (Miyamoto ve ark., 2005).

Avrilesteraz aktivitesinin halihazirda HDL fraksiyonuyla iligkili oldugunun
rapor edilmesine ragmen, lipoproteinlerdeki sigir PON1 proteinine dair bilgilerin hala
siirli oldugu belirtilmistir.  Yaptiklar1 ¢alismada, Miyamoto ve ark. (2005) sigir
serumunda aril esteraz ve paraoksonaz aktiviteleri arasinda yiiksek korelasyon tespit
etmislerdir. Boylece, sigir serumundaki tiim paraoksonaz ve aril esteraz aktivitelerinin
PON1’e karsilik gelecegi bildirilmistir. Hem paraoksonaz hem de arilesteraz
aktivitelerinin %85’inden fazlas1 HDL fraksiyonunda belirlenmistir. HDL boyutunun
azalmasiyla paraoksonaz aktivitesi ve PON1 proteininin arttigi ve yaklasik total
paraoksonaz aktivitesinin %60’ min agir HDL fraksiyonunda dagildig1 gosterilmistir.
PON1’in HDL nin alt iiniteleri arasinda farkli dagilimi sigir HDL’sinin fonksiyon ve
metabolizmasiyla ilgili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte, sigir PON1’in

fonksiyonunu aydinlatacak ¢alismalara ihtiya¢ oldugu da vurgulanmistir.

Gebeligin sonu ve erken laktasyondaki siit sigirlarinda PON1 aktivitesinde
azalma bildirilmistir. Bu da oksidatif stresin peripartum donemde degisik bozukluklara
sebep olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, serum PON1 aktivitesi bu periyotdaki
hastaliklarin teshisi ya da serum antioksidatif kapasite icin bir indikatoér olarak
kullanilabilir (Anton¢i¢-Svetina ve ark., 2011; Folnozi¢ ve ark., 2015; Kulka ve ark.,
2016; Turk ve ark.,2004; Turk ve ark., 2008 Turk ve ark., 2013).

Farid ve ark. (2013) PON1 aktivitesinin yagh karacigerli sigirlarda kontrol
grubu sigirlara gore daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Ayrica, serum PONI1
aktivitesinin tek basina ve standart karaciger fonksiyon testleriyle kombine sekilde siit
sigirlarinda yaglh karaciger hastaliginin teshisinde kullanilabilecegi vurgulanmistir.
Bununla birlikte, LDA’l1 sigirlarda PON1 aktivitesinin belirlendigi bir caligmaya

rastlanilmamastir.
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2.5. Siit Sigirlarinda Abomazum Deplasmani (AD) ve Oksidatif Stres

Siit sigirlarinin, gecis periyodu esnasinda gesitli metabolik ve enfeksiyoz
hastaliklara laktasyon periyoduna gore cok daha duyarli oldugu bilinmektedir.
Oksidatif stres de gecis doneminde olusabilir ve bazi metabolik ve enfeksiyoz
hastaliklarin olusumuna katkida bulunabilir. AD, erken laktasyonda siit sigirlarinda
cok yaygin goriilen enfeksiyoz olmayan hastaliklardan biridir. Béylece, ruminantlarda
oksidatif stresin patofizyolojisinin anlagilmas1 AD ve diger metabolik hastaliklarin tani

ve tedavilerinde antioksidan uygulamalarina imkan saglayabilecektir.

Fiirll ve ark. (2003) dogumdan sonra 1-4 haftalar aras1 (erken laktasyon) SOD
ve TAS’ 1n arttigin1 gostermiglerdir. AD’l1 sigirlarda SOD aktivitesi saglikli sigirlarla
karsilastirildiginda degismemistir. LDA’nin diizeltilmesinden sonra SOD aktivitesi
hemen azalmistir. LDA’l1 sigirlarda, RDA’ll sigirlara gore daha yiiksek TAS
konsantrasyonu  tespit edilmigtir. AD’nin  diizeltilmesinden sonra TAS
konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide farklilagsmadigr gézlenmistir. Sonug olarak, yapilan
calismada AD’l1i sigirlarin yaklagik %45’ inde antioksidatif sistemin baskilandigi (SOD
aktivitesi <7000 U/ml) bildirilmistir.

LDA’l1 (n=10) Holstein 1rk1 sigirlarda operasyon dncesi ve operasyon sonrast
15, 30, 60, 90. dakikalar ve 2,5,10 ve 24 saat sonrasi alinan kan serum Orneklerinde
lipit peroksidasyon parametrelerinden biri olan tiyobarbitiirik asit reaktif substantlar
[TBARS (MDA)] diizeyleri olgiilmiistiir. Cerrahi operasyonun TBARS’in plazma
diizeylerini gegici olarak artirdigi ve en yiiksek plazma TBARS diizeylerinin LDA
operasyonu sonrast 60 dak. goriildiigli bildirilmistir. Operasyon sonrasi 24. Saatte
TBARS diizeyleri operasyon oOncesi diizeylere donmiistiir. Sonucta, LDA
operasyonunun lipit peroksidasyonu gecici olarak artirdigr goriilmiistiir. Bununla
birlikte, lipit peroksidasyonundaki degisikliklerin ¢ok belirgin olmamasi nedeniyle
antioksidan ilavesi gibi onleyici tedbirlere gerek olup olmadigi konusunda yeni
aragtirmalara gerek oldugu ifade edilmistir (Mudron ve ark., 2007).

LDA’l1 ve saglikli sigirlarda serum selenyum, glutatyon peroksidaz (GPx) ve

vitamin E analizleri yapilmistir. Sonug olarak, LDA’l1 sigirlardaki serum antioksidan
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diizeylerinin saglikli sigirlara gore daha diisiik oldugu ve LDA’l1 sigirlara Vit E ve Se
enjeksiyonlarinin ya da yemlere ilavesinin yararli olacagi onerilmistir (Hasanpour ve
ark., 2011). AD’li sigirlarda antioksidatif sistemde degisiklikler tanimlanmustir.
Operasyon Oncesi ve operasyon sonrasit antioksidan ilavesinin LDA’l1 sigirlarin
tedavisinde destekleyici tedavi olarak iyi sonuglar vererek kullanilabilecegi
belirtilmistir (Locher ve ar., 2011).

Maden ve ark. (2012), AD’l1 siit sigirlarinda, MDA diizeyinin arttigini, nitrik
oksit (NO) konsantrasyonunun ise azaldigini tespit etmislerdir. Sonug olarak, AD’l1
vakalarda oksidatif stres ve abomazal doku hasari belirlemislerdir. Ayrica, bu
sonuclarin umut verici olmasina ragmen, bu parametrelerin klinik ve prognostik
kullanimi i¢in daha ileri arastirmalar gerektirdigini vurgulamislardir. Mamak ve ark.
(2013), sag ve sol AD’l sigirlarda oksidatif durumu degerlendirmek igin MDA ve
glutatyon (GSH) parametrelerini dl¢miislerdir. Saglikli ve AD’l1 gruplar arasinda lipit
peroksidasyon belirteci olan MDA ’da bir degisiklik belirlenemezken, AD’l1 sigirlarda
glutatyon (GSH) diizeylerinde kontrol grubuna gore azalma tespit edilmistir. Boylece

antioksidan terapilerin AD’l1 sigirlarda kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Son yillarda, Durgut ve ark. (2016) LDA ve RDA’l1 sigirlarda TOS, TAS ve
oksidatif stres indeksi (OSI)’ini Erel (2004 ve 2005) metodlarina gore ilk olarak
belirlediklerini ifade etmislerdir. Mevcut ¢alismalarinda, RDA’I1 sigirlarda LDA’
sigirlara gére daha yiiksek oksidatif stres tespit ederlerken, LDA ve RDA’l1 sigirlarda
serum antioksidant diizeyinde degisiklik tespit edememislerdir. LDA’ll sigirlarda
ozellikle oksidatif etkiler lizerine odaklanan bir aragtirmada (Aly ve ark., 2016), hasta
grupda oksidan parametrelerden H20,, NO ve MDA’nin 6nemli Olgiide arttig,
antioksidan enzimlerden serum katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir. Sonug olarak, oksidatif stresin
sigirlarda  AD’1in patogenezine katkida bulundugu ve bu nedenle antioksidan
terapilerin kullanimi hem hastaligi 6nlemek hem de tedavi etmek icin tavsiye

edilmistir.
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2.6. Siit Sigirlarda Abomazum Deplasmam (AD) ve Biyokimyasal Parametreler

Aslan ve ark. (1997), siit sigirlarinda AD ile yagh karacigerin ilgisini
arastirmiglardir. Serum AST, glikoz Mg seviyelerinde ¢ok 6nemli, ALT, albiimin ve
Ca diizeylerinde onemli fark bulunurken, alkalen fosfataz (ALP), kolesterol, total
bilirubin, trigliserit, total protein ve fosfor diizeylerinde istatistiksel olarak fark
bulunamamistir. Sonu¢ olarak, ¢alisilan vakalarin karacigerlerinin histolojik
muayenesinde, %83,3 oraninda yagl karaciger tespit edilmistir. Boylece, AD’larinin

etiyolojisinde karaciger yaglanmasinin 6nemi ortaya konulmustur.

Geishauser ve ark. (1998), siit sigirlarinda LDA’nin teshisi ve segilen
metabolik parametreler [AST, BHBA, glukoz, kalsiyum, iire ve viicut kondisyon skoru
(BCS)] arasindaki iligkiyi aragtirmiglardir. Sonug olarak, dogum sonrasi birinci ve
ikinci haftalarda artan AST ve BHBA’in LDA olma ihtimalini de artirdigt ve bu
donemde LDA’nin teshisi i¢in kullanilabilecek parametreler oldugu vurgulanmustir.
Van Winden ve ark. (2003), postpartum dénemde 16 sigira yagh karacigeri tetikleyen
diyet uygulamiglar ve bunlardan dort tanesinde LDA belirlemislerdir. LDA’I
sigirlarda serum kalsiyum, glukoz ve insiilin konsantrasyonlarinin énemli Slgiide
diisiik oldugunu, oysa SYA, BHBA konsantrasyonlart ve AST aktivitesinin LDA

olmayan sigirlara gore arttigini belirlemiglerdir.

Markiewicz ve ark. (2009), 60 LDA ve RDA’l1 sigirda ve 15 saglikli erken
laktasyondaki sigirda bazi kan biyomedikal indikatorleri karsilagtirmiglardir. Hasta
hayvanlarda diisiik kolesterol (2 mmol/L’den kiigiik ya da esit) ve yiiksek SYA (600
umol/L’den biiyiik) ve bilirubin (22 mikromol/L’den biiyiik) ile yiiksek AST aktivitesi
(100U/L’den biiyiik) tespit edilmistir. Bunlardan sadece kolesterol ve bilirubindeki
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Cerrahi operasyon sonrasi
hayatta kalan ve 6len sigirlar arasinda SYA, kolesterol, AST, bilirubin ve kan iire azotu
(BUN) diizeyleri arasinda onemli fark gozlenmemistir. Operasyon sonrasi dlen
hayvanlarda (5,05 mmol/L), hayatta kalanlarla (2,93 mmol/L) karsilastirildiginda

onemli 6l¢iide yiiksek glukoz diizeyleri belirlenmistir.
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Bir diger ¢calismada (Stengérde ve ark, 2010) AD’l1 ve saglikli kontrol grubu
sigirlarda glukoz, insiilin, fruktozamin, SYA, BHBA, kolesterol, haptoglobin
konsantrasyonlar1 ve AST, glutamat dehidrojenaz (GLDH) enzim aktivitelerindeki
farkliliklar arastirllmistir. AD’l1 sigirlarda SYA, BHBA, AST, GLDH ve haptoglobin
kontrol sigirlarindan daha yiiksek, insiilin ve kolesterol ise daha diistik 6l¢iilmiistiir.
Glukoz ve fruktozamin konsantrasyonlar1 her iki grupda da benzer bulunmustur.
Sonug olarak, AD’l1 sigirlarin kan profillerindeki degisikliklerin negatif enerji dengesi,
karaciger hasar1 ve yangisal bir cevaba isaret ettigi bildirilmistir (Stengédrde ve ark.,

2008; Stengérde, 2010; Stengérde ve ark., 2010; Stengérde ve ark., 2011).

RDA (n=10) ve LDA (n=10) teshisi konan siit ineklerinin operasyon dncesi ve
operasyondan sonra 24 ve 72 saat sonra aliman kan serum Orneklerinde bazi
biyokimyasal parametreler (TG, LDL, HDL, VLDL, glikoz, BUN, total bilirubin,
kolesterol, SYA ve BHBA) karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sonug olarak; RDA’l1
ineklerde operasyon dncesi serum kan BUN ve glikoz miktarindaki artiglar 6nemli
bulunurken diger parametreler bakimindan istatistiksel bir fark bulunamamastir (Sezer

ve ark., 2012).

Basiri ve ark. (2013), LDA’l1 sigirlari, kontrol grubu (dogum o6ncesi ilk hafta
ve dogum sonrasi ilk hafta) sigirlarla karsilastirarak 14 biyokimyasal parametreyi
degerlendirmislerdir. AST ve GGT ve glukoz diizeylerinin, LDA’l1 sigirlarda saglikli
sigirlarla karsilastirildiginda daha yiliksek oldugu belirlenmistir. LDA’l sigirlarda
serum kalsiyum diizeylerinde dogum 6ncesi bir haftadan LDA teshis edilinceye kadar
azalma tespit edilmistir. Bu ¢alismada SYA ve BHB diizeyleri LDA’l1 grupda, dogum
sonrasi kontrol grubuna gore ve ayrica dogum sonrasi kontrol grubunda dogum 6ncesi
kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunmustur. LDA’I1 grupda serum
kolesterol diizeyleri, dogum sonrasi kontrol grubuyla karsilagtirildiginda daha yiiksek
belirlenmistir. Serum trigliserit diizeyleri dogum sonrasi kontrol grubu, dogum 6ncesi
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ve LDA’l1 grupta 6nemli Slgiide azalmastir.
Ayrica, serum alblimin diizeylerinin dogum Oncesi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda dogum sonrast ve LDA’ll sigirlarda daha diisiik bulunmasina
ragmen, total protein ve iire diizeyleri kontrol ve LDA’l1 gruplar arasinda énemli bir

fark belirlenememistir. Bu ¢alismada, AST, BHBA, SYA, Ca, Na ve K’in dogum
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sonrasi ilk haftada dlgiildiigiinde LDA olusumunun muhtemel belirleyicileri oldugu

sonucuna varilmistir.

Gegis periyodunda artan BHBA ve SYA diizeyleri AD riskine isaret
etmektedir. Buzagilama Oncesi son haftada SYA diizeylerinin ve buzagilama sonrasi
ilk haftada BHBA ve insiilin benzeri biiylime faktorii 1(IGF1)’nlin dogum sonrasi
LDA’nin belirtegleri olarak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (Sen ve ark.,
2015). Klevenhusen ve ark. (2015), ozellikle ikinci laktasyondan sonraki
laktasyonlarda LDA’l1 sigirlarda serum kalsiyum diizeyi azalirken, SYA ve BHBA
konsantrasyonlarinin arttigin1  tespit etmislerdir. Ayrica laktasyon sayisina
bakmaksizin, LDA’l1 sigirlarda AST, GLDH ve serum amiloid A (SAA) diizeylerinin
de arttig1 bildirilmistir.

Ghazy ve ark. (2016), LDA’l1 sigirlarda operasyon Oncesi ve sonrasi (3 ve 7.
giinler) bazi hematolojik ve biyokimyasal parametreleri degerlendirmislerdir. Serum
total protein, albiimin, globulin, trigliserit (TG), kolesterol, hepatik enzimler
(ALT,AST, GGT), ALP, CRP ve serum elektrolitleri (Na, K) 6l¢tilmistiir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, operasyon oncesi LDA’l1 sigirlarda hipoalbiiminemi,
hiperglobulinemi, azalan serum TG ve kolesterol belirlenmistir. Ayni sekilde LDA’l1
sigirlarda ALT, AST, GGT, alkalen fosfataz (AP) ve CRP de 6nemli artig, Na ve K’da
azalis tespit edilmistir. Calismada, hematolojik, biyokimyasal, hepatik fonksiyondaki
degisiklikler ve LDA’l1 sigirlarda yang reaksiyonlarinin cerrahi operasyondan 3 giin
sonra iyilestigi, boylece onlarin fizyolojik durumlarinin diizeldigi ve tim sigirlarin
herhangi bir cerrahi komplikasyon olmaksizin (kisa vadede) operasyondan bir hafta

sonra tedavi edildigi sonucuna varilmstir.

Khalphallah ve ark. (2016), AD’l1 siit sigirlarinda (n=25), operasyon 6ncesi (0.
giin) ve operasyon sonrast 7. ve 30. giinlerde lipit metabolizma profilindeki
degisiklikleri belirlemislerdir. AD’l1 sigirlarda SYA ve BHBA degerlerinin belirgin
olarak arttig1 ortaya konmustur. Operasyon dncesi AD’l1 sigirlarla karsilastirildiginda
ozellikle operasyon sonrasi 30. giinde apo B-100, lesitin:kolesterol agil transferaz
(LCAT) ve kolesterol’iin 6nemli ol¢iide artarak, AST, SYA ve BHBA’in azalarak
fizyolojik referans degerlere dondiigii tespit edilmistir. Ayrica, SY A’leri ve apo B-100
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arasinda negatif bir iliskinin varlig1 ortaya konmustur. Total kolesterol operasyon

oncesi AD’l1 gruplarda 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Ismael ve ark. (2018), LDA’l1 sigirlarda total protein, albiimin, globiilinler,
kolesterol, trigliseritler ve glukoz’un 6nemli 6l¢lide azaldigini, iire, kreatinin, ALT,

AST ve BHBA’in ise dnemli dl¢tlide arttgin1 gostermislerdir.

Siit sigirlarinda saglikli bir siirii idaresinde metabolik belirteclerin 6nemini
vurgulamak i¢in son yillarda yapilan ¢alismalara gére, SYA, kolesterol, BHBA,
glikoz, iire, Ca ve P gibi metabolitler ile LDA nin ilgisi, LDA olusma riskinin %35,1
oldugu 1,044 sigirda arastirilmistir. Bu ¢alismada, dogum oncesi 4-10. giinlerde
>0,5mEq/L SY A konsantrasyonlu sigirlarda LDA’nin olusma olasiliginin 3,6 kat daha
fazla olduguna ve dogum sonrasi BHBA konsantrasyonu >1,200pmol/L olan
sigirlarda  LDA olusma ihtimalinin 8 kez daha fazla olduguna, oysa Ca
konsantrasyonunun LDA ile iligkili olmadigina dikkat ¢ekilmistir. Dogum sonrasi
donemde sigirlarin %25’inde SYA ya da BHBA konsantrasyonlarinin arttig
belirlenmistir. Kisacasi, dogum sonrast BHBA’in SYA konsantrasyonundan ¢ok daha
duyarli ve spesifik bir test oldugu vurgulanmistir (Madreseh-Ghahfarokhi ve
Dehghani-Samani, 2018; Overton ve ark., 2017).

AD’min dogum sonras1 donemdeki sigirlarin 6zellikle beslenme durumunu
yansitan bazi biyokimyasal parametreler iizerine etkisine dair yukarida belirtildigi
izere bir¢cok c¢alisma olmasina ragmen, LDA’l1 sigirlarda oksidant-antioksidant

durumla birlikte degerlendiren az sayida ¢alisma mevcuttur.

Mevcut calismamizin amacit da LDA’l1 ve operasyon ile tedavi sonrasi ve
onuncu giinde LDA’ll sigirlarda karaciger yaglanmasi ve lipit metabolizmasina
yonelik bazi biyokimyasal parametreler ile oksidatif stres parametrelerini, saglikli
kuru donem ve erken laktasyon donemi sigirlarla karsilastirarak degerlendirmektir.
Boylece, LDA’nin teshis, tedavi ve prognozu hakkinda Veteriner Klinisyenlere 151k
tutacak fikirler vermek ve ilerde yapilacak calismalara da katkida bulunmak

hedeflenmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Hayvanlarin Se¢imi ve Gruplarin Olusturulmasi

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Klinigine
bagvuran ve LDA teshisi konularak operasyona sevkedilen 2,5-3 yaslarinda erken
laktasyondaki (laktasyonun 1-3 haftalarindaki) Holstein irk1 sigirlar (n=16) mevcut
projenin hasta grubunu olusturdu. Abomasum deplasmaninin klinik tanisinda
oskiiltasyon ve oskiiloperkiisyondan yararlanildi. Bu islemler 11, 12 ve 13. kostalar
diizeyinde interkostal aralikta ve sol aclik cukurlugunda yapildi. ilgili bélgenin
oskiiltasyonunda “metalik ¢inlama”, oskiiloperkiisyonda ise “ping” sesi dinlenerek
rutin muayeleri yapildi. LDA teshisi konan hayvanlarda, toggle pin ile sol paralumbal
abomasopeksi teknigi uygulanarak abomasum anatomik situsuna tespit edildi (Wilson,
2008). Bu teknikte oncelikle, sol aglik ¢ukurlugu tras edildi. Bolgenin antisepsi
isleminden sonra sol aclik ¢ukurlugunda 20 cm deri ensizyonu yapildi. Kaslarin
kesilmesi ve peritonun agilmasi neticesinde abomasuma ulasildi. Desiiflasyon kaniilii
icine toggle pin yerlestirilerek abomasum dorsalinden girildi. Toggle pinin abomasum
icine gonderilmesi sonrasinda i¢inde bulunan gazin desiiflasyon kaniiliinden digari
c¢ikmasma izin verildi. Abomasumun anatomik situsuna indigi anlasildiginda
desiiflasyon kaniilii ¢ikarilldi. Toggle pin ip uglar1 gerlach ignesi ucunda bulunan
delikten gegcirildi. Sag el avug i¢ine ucuna ip takili olan gerlach ignesi yerlestirildi. Sol
aclik cukurlugundan igeri girilerek median hattin sag tarafindan gerlach ignesinin ucu
disar1 cikarildi. Ignenin ucundan toggle pin ip uglart disari ¢ikarildi. ip uglarmm
arasina gazli bez koyularak, abomasum median hattin sag tarafina tespit edildi.
Operasyon sonrast bes giin siireyle i.m antibiyotik (Redipen enjektabl siispansiyon

100ml/Sanovel) tedavisi yapildi.

Hasta hayvanlar, operasyon 6ncesi (pre-op LDA), operasyondan hemen sonra
(post-op LDA) ve operasyondan sonraki 10. giinde (post-op 10 LDA) ti¢ farkli

zamanda takip edildiler. Ayrica karsilastirmak amagli olusturulan kontrol grubu,
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Burdur yoresi ciftliklerinden klinik olarak saglikli Holstein 1rki1 erken laktasyondaki
(n=8) ve kuru donemdeki (6-9 ay gebe, n=8) sigirlardan olusturuldu.

Calisma icin, MAKU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligindan
02/08/2017 tarih ve 304 sayili karar ile izin alinmistir. Ayrica, ¢alismanin maddi
destegi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan karsilanmistir (Proje No: 0446-YL-17).

3.1.2. Analizlerde Kullanilan Cihazlar

Laboratuvar santrifiijii (NF 200 Niive, Tirkiye), spektrofotometre (UV-1601
Shimadzu, Japonya), mikroplate reader (Mindray MR-96A, Cin), pH metre ( Hanna
HI12020-02, USA), hassas terazi (Radwag AS310.R2, Polonya), vorteks mikser (Stuart,
UK), manyetik karistirict (Nukleon NMK 190, Tiirkiye), otomatik pipetler (Isolab,
100-1000uL, 20-200uL, 2-20uL), otoanalizér (Gesan Chem 200, italya), derin

dondurucu ve buzdolaba.

3.1.3. Analizlerde Kullanilan Sarf Malzemeler

Demir kloriir (FeCls.6H20), asetik asit, stilfiirik asit, fosfotungstik asit, sodyum
hidroksit, magnezyum kloriir (MgClz .6H20), anhidréz dibazik sodyum fosfat
(Na2HPOQOg4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), a-ketoglutarik asit (a-KGA),
kolesterol, DL-aspartik asit, 2,4dinitrofenilhidrazin, hidroklorik asit, tiyobarbitiirik
asit (TBA) ve n-biitanol Merck firmasindan, 1,1,3,3 tetraetoksipropan (TEP), sodyum
piriivat Sigma-Aldrich firmasindan, serum TOS, TAS, PONl/arilesteraz kitleri Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep/Tiirkiye; SY A kolorimetrik 6l¢iim kiti BioVision, USA;
BHBA kolorimetrik 6l¢tim kiti Cayman USA; GGT ve TG otoanalizor kitleri Gesan
Chem 200 italya; vakumlu jelli kan alma tiipleri (BD vacutainer) ve ependorf tiipleri

Nanogen Tiirkiye firmalarindan temin edildi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Hasta hayvanlardan operasyon Oncesi (pre-op LDA), operasyondan hemen
sonra (post-op LDA) ve operasyondan sonraki 10. giinde (post-opl0 LDA) jelli
vakumlu tiiplere v. jugularis’ten kanlar alindi. Ayni sekilde kontrol grubu sigirlarin
kanlar1 da jelli vakumlu tiiplerde toplandi. Toplanan kanlar, pithtilagmay1 takiben
500xg’de 15 dak. santrifiij edilerek serumlar ayrildi. Serum Ornekleri bazi
biyokimyasal analizler [total kolesterol (T.Kol), HDL-kolesterol (HDL), LDL-
kolesterol (LDL), triagilgliserol (TG), aspartat amino transferaz (AST), y-Glutamil
Transferaz (GGT), serbest yag asidi (SYA ), B-hidroksi biitirik asit (BHBA)] ile
oksidatif stres belirteglerinin [Lipit peroksidasyonu belirteci olan Malondialdehit
(MDA), Total Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve
Paraoksanoz 1/arilesteraz (PON1/ARES)] tayini i¢in -20°C’de depolandi.

3.2.2. Serum Oksidatif Stres Parametrelerinin Ol¢iimii

3.2.2.1. Lipit Peroksidasyonu (LPO)’nun Belirlenmesi [Malondialdehit (MDA)
Tayini]

Prensip: Oksidatif hasara bagli olarak membran lipidlerinin yikimlanmasi
sonucu lipid peroksidasyonunun (LPO) bir belirteci olarak agiga ¢ikan MDA, Satoh
(1978) ve Yagi (1984), metotlarindan modifiye edilen bir yonteme goére yapildi.
Yontem, LPO’nun aldehit {irlinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) ile
tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli MDA-TBA:
kompleksinin 532nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayalidir (Sekil

3.1)
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Sekil 3.1. MDA ile TBA ’nin reaksiyonu

Metodun Ayiraglari:

1- Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Ayirac1 [% 0,67 (w/v)]: 0,67g TBA 50ml deiyonize
suda eritildi, tizerine 50ml asetik asit ilave edildi ve 1-2 saat manyetik karistiricida

karistirildi. Ayirag glinliik olarak hazirlandu.
2- 0,084 N (N/12) H2SOa4

3- %10 (w/v) Fosfotungstik asit (FTA)
4- n-biitanol

5- Standart (4,1nmol/ml): 1,1,3,3 tetraetoksipropan [TEP, Malonaldehyde bis
(diethyl acetal)] >96% (Sekil 3.2)

OCyHs O CyHs 0 O
HC-CH.-CH + 2H;0 — HC-CH;-CH + 4C;H;0H

0 CyHs OC;H;
MDA Etil alkol
TEP

Sekil 3.2. 1,1,3,3 tetraetoksipropan’in (TEP) MDA ’ya doniisiimii

Serum MDA Diizeyinin Ol¢iim Prosediirii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum - - 0,3
Standart - - -
N/12 H2SO4 - - 2,4
%10 FTA - - 0,3
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Tiipler vortekslenerek 5 dak. bekletildi ve 3000 rpm’de 10 dak. santrifiij yapildu.

Siipernatant atild1 ve ¢okelti bir sonraki basamakta kullanildu.

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standart - 1 -
Deiyonize su 4 3 4
TBA 1 1 1

Tiipler vorteks mikser ile iyice karistirildi, agizlarina cam boncuk kapatilarak kaynar
su banyosunda (95°C) 60 dak. bekletildi. Siire sonunda tiipler hizlica sogutuldu. Kér,
standart ve ornek tiiplerine 3’er ml n-biitanol ilave edilerek iyice karistirildi. Tiipler
3000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildikten sonra n-biitanol {ist faz1 532 nm’de kore karsi

okundu.
Serum MDA Diizeyinin Hesaplanmasi

MDA (nmol/ml) =4,1 x Ornegin Absorbans1 x 1/0,3
Standartin Absorbansi

4,1: Standartin konsantrasyonu 0,3: Alinan 6rnek hacmi

3.2.2.2. Paraoksonaz 1 /Arilesteraz (PON1/ARES) Aktivite Ol¢iimii

Prensip: Paraoksonazlar (PON) oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonuna kars1
koruyucu etki gosteren multifonksiyonel enzimlerdir. PON1 bu enzimlerden en ¢ok
calisilanlarindandir. PONT1 karacigerde sentezlenir ve ¢cogunlukla serumda HDL ile
iligkili olarak bulunur. PON1 farkli aktivitelerle (farkli substratlarla) ol¢iilebilir.
Ornegin, paraoksonaz aktivitesinde substrat olarak paraokson kullanilir, arilesteraz
(ARES) aktivitesinde ise substrat olarak fenil asetat ya da 4-p-nitrofenil asetat
kullanilir. Calismamizda paraokson’dan daha az toksik oldugu i¢in fenil asetat’
substrat olarak kullanan Rel Assay Diagnostics (Gaziantep/Tiirkiye) Arilesteraz
(ARES) aktivite ol¢iim kitini kullanarak PON1 enzim aktivitesini belirledik.
Serumdaki PON1, fenil asetat1, fenol ve asetik asit’e hidrolize eder. Olusan fenol, 4-
aminoantipirin ve potasyum ferri siyaniiriin oksidatif eslesmesiyle kolorimetrik olarak
Olgiildii  (Sekil 3.3). Enzimatik aktivite, olusan fenol’in molar absorbsiyon

katsayisindan (1310M* cm™) hesaplandi. Bir iinite ARES aktivitesi, 1 umol fenol/dak.
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olarak tanimlandi ve kU/L serum olarak ifade edildi (Haagen ve Brock, 1992; Ayar ve
ark., 2017).

1)
1
SN e Y
PONIL/ARES
Fenil asetat Asetik asit Fenol
2)
HaN K Fe(CN)g TN
HCeHs ———=  CeHs— )J/\
N _ —
H,C OH — -
y CHy E, N=A _ O
4-aminoantipirin Fenol karmiz: renkli iiriin

Sekil 3.3. Arilesteraz enziminin fenil asetat ile 6l¢tiimiiniin prensibi (Bergmeyer, 1974)

PON1/ARES Kit Ayiraclar
1- Diliient Soliisyon (30ml)
2- Ayirag 1 (Deiyonize su)
3- Ayirag 2 (8ml)

4- Ayirag 3 (15ml)

PON1/ARES Kit Prosediirii

Serumlar 1/100 oraninda diliient soliisyonla sulandirildi.

Sulandirilmis serum 6 uL
Ayirag 1(deiyonize su) 520 pL
Ayirag 2 20 uL
Ayirag 3 160 uL

Iyice karigtir1ld, 3-4 dak. oda 1s1sinda bekletildi ve havaya karsi absorbans sifir ayar

yapilarak 548nm’de dl¢timler yapildi.

PON1/ARES Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
ARES (KU/L) = Ornegin absorbansi x faktor (1316)
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3.2.2.3. Serum Total Oksidan Seviyesi (TOS) Ol¢iimii

Prensip: Serum TOS o6l¢iimiinde kolorimetrik Rel Assay Diagnostics
(Gaziantep/Tiirkiye) kiti kullanildi. Kit prensibine gore, serumdaki oksidanlar, ferroz
(Fe*?)-o-dianizidin kompleksini ferrik iyonlara (Fe*®) okside eder. Oksidasyon
reaksiyonu, ortamda bulunan gliserol molekiilleriyle arttirilir. Ferrik iyonlar1 (Fe*3)
asidik ortamdaki Ksilenol orange ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik
olarak Olgiilen renk yogunlugu, 6rnekte bulunan oksidan molekiillerinin toplam
miktartyla iliskilidir. Olgiim hidrojen peroksit (H202) ile kalibre edildi ve sonuglar
litrede mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (wmol H202 Equiv./L) olarak agiklandi
(Erel, 2005).

TOS Kit Ayiraglar:
Ayirag 1 (Tampon Soliisyonu, H2SO4) 25mM, pH 1.75
Ayirag 2 (Substrat Soliisyonu) H2S04 (25mM, pH 1.75)
Ferrdz (Fe*?) iyonu (5 mM)
o-dianisidine (10 nM)
Standart H202 (10umol/L)

TOS Kit Prosediirii

Ornek (Serum)Tiipii Standart Tiipii
Serum 45uL 45uL
R 300 uL 300 uL

Tiipler iyice karigtirildi, 30sn sonra 530nm’de ilk absorbans degeri okundu (A1).
R2 15 uL 15 uL

Tiipler iyice karistirildi, 10 dak. oda 1sisinda bekletildikten sonra 530 nm’de ikinci
absorbans degeri okundu (A2).
TOS’un Hesaplanmasi

A2-A1l = Standart ya da 6rnegin A Absorbansi
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A Absorbans Ornek
TOS (umol H202Eq./L) = X 10(Standartin konsantrasyonu)
A Absorbans Standart

3.2.2.4. Serum Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Ol¢iimii

Prensip: Serum TAS o6l¢iimiinde kolorimetrik Rel Assay Diagnostics
(Gaziantep/Tiirkiye) kiti kullanildi. Kit ¢ok yaygin olarak kullanilan 2,2’-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS*)’a dayali bir metotla ¢alisir. Bu metoda
gore indirgenmis renksiz bir molekiil olan ABST, asidik ortamda (asetat tamponu 30
mmol/L, pH 3,6) sadece hidrojen peroksit (H20>) kullanarak karekteristik mavi yesil
renkli ABTS "’ ye okside olur (Sekil 3.4). Yiiksek pH’da ¢ok konsantre asetat tamponu
ile diliie edildiginde (asetat tamponu 0,4 mol/L pH 5,8) renk kendiliginden ve yavasca
acilir. Ornekte antioksidan varliginda, antioksidanin konsantrasyonuna gore orantisal
olarak rengin ac¢ilma orani artar. Spektrofotometrik olarak 660nm’deki absorbans
degisimi belirlenir. Ornekteki TAS konsantrasyonu rengin agilma oraniyla ters
orantilidir. Reaksiyon hizi, TAS 6l¢iimlerinde strandart olarak sikca kullanilan Trolox
(vitamin E’nin suda ¢6ziinen bir analogu) ile kalibre edildi ve sonuglar mmol Trolox

Equiv./L olarak ifade edildi (Erel, 2004).

Asidik pH _ _
ABTS + H20On » ABTS™ + H2O (mavi-vesil renk)
rengin Ornek
agilmas1
ABTS

Sekil 3.4. TAS 6lgtim kitinin prensibi (Erel, 2004).

TAS Kit Ayiraclar
Ayirag 1 Tampon soliisyonu (Asetat Tamponu) 0,4 mol/L pH 5,8
Ayirac 2 Prokromojen Soliisyon (ABTS) 30 mmol/L
Standart Trolox (1 mmol/L)
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TAS Kit Prosediirii

Ornek Tiipii Standart Tiipii Kor Tiipi
Standart (Immol - 30 uL -
Trolox Equiv./L)
Deiyonize su - - 30 uL
Ornek (serum) 30 uL -
R1 500 uL 500 uL 500 puL

Tipler 1yice karistirilir, 30 saniye sonra 660nm’de absorbans degeri okunur. (A1)
R2 75 uL 75 uL 75 uL
Tiipler iyice karistirildi ve 10 dak. sonra 660 nm’de absorbans degeri okundu (A2).

TAS’1n Hesaplanmasi

A2-A1 = Standart ya da 6rnegin A Absorbansi
[(A Abs Kor) — (A Abs Ornek)]

TAS ( mmol Trolox Equiv./L) =
[(A Abs Kor) — (A Abs Standart)]

3.2.3. Serum Lipit Parametrelerinin Ol¢iimii
3.2.3.1. Serum Total Kolesterol Tayini (Zak Metodu)

Prensip: Serum total kolesterol tayini kolorimetrik olarak Zak (1957),
metoduna gore yapildi. Metoda gore, ilk olarak serum proteinler FeCls-asetik asit
aytracinin ilavesiyle ¢oktiiriildii. Proteinsiz filtrat konsantre H2SO4 ile muamele edildi.
Konsantre H>SO4 varliginda serumdaki kolesterol, 3,5 dikolestadien olusturmak tizere
dehidre olur ve Fe*3 iyonlarinin katalitik etkisiyle kirmizi-menekse renkli bir kompleks

olusturur. Bu renkli kompleksin absorbansi 560 nm’de olgtildii (Sekil 3.5).

CH, CH; CH;, CH;
CHs . ] CHy . A
~J CH Fe 3 AL T "CHj

HiC | H | B, HsC R

| | B / AL~

H H + H,pS0,4 —— A H
HO/ - 3 SN
Kolesterol 3,5 dikolestadien

EKirmizi-menekse kompleks

Sekil 3.5. Zak metodunun prensibi
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Serum Total Kolesterol Ayiraglari

1- FeCls Aymraci: 140 mg FeCls, 6H.0O, 100ml glasiyal asetik asit iginde ¢oziildii ve
koyu renkli cam kapakl1 sisede oda 1s1sinda saklandi.

2- Konsantre H2S0a4

3- Glasiyal Asetik asit

4- Kolesterol stok standardi ( %0100mg): 100mg saf kolesterol, 100ml konsantre
asetik asit icinde ¢oziildii.

5- Calisma standardi (%10 mg): 10 ml stok standart alind1 ve 100ml’ye konsantre

asetik asit ile sulandirilarak ¢alisma standart1 hazirlandi.
Serum Total Kolesterol Prosediirii

Oncelikle serum 6rneklerinin 50uL’sine 2ml FeCls ayiraci eklendi, iyice
karistirtldt ve 2500rpm’de 10 dak. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan

siipernatanlarda asagidaki islemler uygulandi:

Ornek Tiipii Kor Tiipii
Siipernatant iml -
FeCls Ayraci - iml
Glasiyal Asetik asit iml 1ml
Konsantre H2SO4 iml iml

Tiipler 1yice kanistirildi, 30 dak. sonra kore karsi spektrofotometrede 560nm’de

absorbans degeri okundu. Sonuglar standart grafik denklemine gore %mg olarak

hesaplandi.
Total Kolesterol Standart Grafigin Hazirlanmasi
Tiipler Cahisma FeCls  Asetik  H2SOs4 Kolesterol(%mg)
Standarti Ayiraci asit
(%10mg)
Kor - 2ml 2ml 2ml 0

1 0,5 ml 2mi 1,5 ml 2ml 102,5

2 1ml 2ml Imi 2ml 205

3 1,5ml 2ml 0,5 mi 2ml 307,5

4 2ml 2ml - 2ml 410
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Tiipler iyice karistirildiktan sonra 30 dak. oda 1sisinda bekletildi ve kore karsi
560nm’de absorbans degerleri okundu. Absorbans degerlerine karsilik gelen ve

%mg kolesterol degerlerinin standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.6).

Total Kolesterol Standart Grafigi
(Zak Metodu)

0,8

0,7 y=0,0016x+0,0178

0.6 2209961 " 410;0,66
é 05 07,5;0,52
.= 0,4 /
g 03 _*705;0,365
“ 02 ﬁlgz

0,1 / o

0 +0;0 . . . ; .
0 100 200 300 400 500
mg/dl Kolesterol

Sekil 3.6. Zak metoduna gore hazirlanan Serum total kolesterol standart grafigi
3.2.3.2. Serum HDL Kolesterol Tayini

Prensip: Serum HDL-kolesterol’ti Warnick ve ark. (1985)’nin metoduna gore
yapildi. Bu metotda fosfotungstik asit-Mg*? ayirac1 ile serum VLDL ve LDL
kolesterolii ¢oktiiriildii ve siipernatantda kalan HDL kolesterolii kolorimetrik olarak

Zak (1957) metoduna gore tayin edildi.

Serum HDL-Kolesterol Tayini Ayiraglari
1-Sodyum Fosfotungstat (Na-PhT) Ayiraci (%4): 4gr fosfatungstat 50ml deiyonize
suda ¢oziildii. 16ml 1 M NaOH ilave edildi ve HCI ile pH 7,4’e ayarland1. Cozelti

deiyonize su ile 100ml’ye tamamlandi.
2- MgCl2. 6H20 (2 mol/L)

3- Kombine ayirac: 20ml MgCl; ile 80ml Na-PhT (1 kisim MgCl2/4 kisim NaPhT)

karistirilarak 100 ml kombine ayira¢ hazirlandi ve 4 °C de saklandi.
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Serum HDL-Kolesterol Prosediirii
Iml serum’a 100 ul kombine ayirag ilave edildi ve hemen karistirildi. Oda 1sisinda
5dak. bekletildi ve 9000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Stipernatantda yukarida

belirtilen Zak metoduna gore kolesterol analiziyle HDL-kolesterolii belirlendi.
3.2.3.3. Serum LDL-Kolesterol Tayini

Serum LDL-kolesterol tayini Friedewald ve ark. (1972)’nin metoduna gore
asagidaki formiilden hesaplandi:
Serum LDL-Kolesterol (mg/dl): Total Kolesterol — (HDL-kolesterol) +
Trigliserit/5

3.2.3.4. Serum Aspartat Transaminaz (AST) Enzim Aktivite Tayini

Prensip: Serumdaki transaminazlar amino grubunu amino asitten a-keto asite
transfer ederler. Reaksiyondaki substratlar a-ketoglutarik asit ve aspartat, tiriinler ise
glutamat ve okzalasetat’dir. Okzalasetat, kendiliginden okzalasetat dekarboksilaz
enzimiyle piriivata doniisiir. Olusan piriivat okzalasetat miktariyla orantilidir. Piriivat,
2-4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile alkali ortamda kahverengi hidrazon kompleksi
olusturur (Sekil 3.7). Olusan rengin yogunlugu enzimin aktivitesi ile iliskilidir

(Reitman ve Frankel, 1957).

Aspartat + o—Ketoglutarat _AST |  Okzalasetat + Glutamat

Okzalasetat Okzalasetat dekarboksilaz Piriivat + CO>

Piriivat + 2,4 DNPH  NOH  Pijriivat- 2,4 dinitrofenil hidrazon

(kahverengi kompleks)

Sekil 3.7. AST enzim aktivitesinin prensibi

Serum AST Enzim Aktivite Tayini Ayiraclar:

1- Fosfat Tamponu, pH:7,4: 11,92gr anhidr6z dibazik sodyum fosfat (Na2HPO4) ve
2,18gr anhidr6z monobazik potasyum fosfat (KH2HO4) bir miktar deiyonize suda

¢oOziildii ve 1000ml’ye tamamlanarak buzdolabinda saklandi.
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2- AST substrat: 0,0584gr a-ketoglutarik asit (a-KGA, oxoglutarat) ve 5,32gr DL-
aspartik asit 250ml’lik behere ilave edildi, 40 ml 1N NaOH eklendi ve karigtirildi.
Damla damla 1 N NaOH ile pH 7,4 & 0,1’e ayarlandi. Soliisyon 200ml’lik bir balona
fosfat tamponu pH 7,4 ile yikanarak aktarildi ve 200ml’ye buffer ile tamamlandi.
Cozelti buzdolabinda saklandi.

3- Renk aymraci: 0,0396gr 2,4 dinitrofenil hidrazin, 200ml 1N HCl iginde ¢oziildii ve
buzdolabinda saklandi.

4- NaOH (0,4 N): 16gr NaOH 1000ml deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi.

Serum AST Enzim Aktivite Tayin Prosediirii

Kor Tiipii Ornek Tiipii
AST substrat 500 pL 500 uL
Tiplerin 1s1s1 37 °C’ye getirilir.
Serum - 100 pL
Deiyonize su 100 pL

Tipler yavasga karistirildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi.
Renk ayiraci 500 pL 500 pL
Tiipler yavasca karistirildi ve 20 dak. bekletildi.
NaOH (0,4 N) 5ml 5ml
Tiipler iyice karistirildi ve en az 5 dak. bekletildi. Deney sonunda olusan renkli

kompleksin absorbanst 505 nm’de okundu. Olusan renk en az 60 dak. stabildir.

Serum AST Enzim Aktivitesi Standart Grafiginin Hazirlanmasi
Piruvat Standarti (1,8mmol/L): 20mg saf sodyum piruvat 100ml fosfat tamponunda

(pH=7,4) ¢oziiliir. Standart egri asagidaki sekilde hazirlanir:

Tiipler Standart ASTsubstrat Deiyonize su AST (U/ml)
(ml) (ml) (ml)
1 0 1 0,2 Kor
2 0,1 0,9 0,2 24
3 0,2 0,8 0,2 61
4 0,3 0,7 0,2 114
5 0,4 0,6 0,2 190
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Tiipler karistirildi ve yukardaki deney prosediirii takip edildi. Tiiplerin absorbans
degerlerine karsilik gelen U/ml degerlerini igeren standart grafik ¢izildi (Sekil 3.8).

Serum AST Standart Grafigi
(Reitman-Frankel Metodu)
0,45 190; 0,41
0,4 —
033 114033
2 0,3
(-
2 0,2
< 015 o2 0.155
o1 //
0,05
0 G, G T T
0 50 100 150 200
AST Uniteleri

Sekil 3.8. Reitman ve Frankel metoduna gore hazirlanan serum AST standart
grafigi
AST Aktivitesinin Hesaplanmasi
Son olarak, grafikten hesaplanan U/ml degerleri 0,48 ile carpilarak U/L degerleri
hesaplandi.
AST Aktivitesi (U/L) = U/ml x 0,48

3.2.3.5. Serum Serbest Yag Asidi (SYA) Tayini

Prensip: Serum serbest yag asidi tayini kolorimetrik kit (Biovision, USA)
prosediiriine gore yapildi. Kullandigimiz kit biyolojik sivilarda uzun zincirli yag
asitlerini belirlemek i¢in elverisli ve duyarli, enzim bazli bir metota gore ¢alismaktadir.
Bu metotda, yag asitleri, renk olusumuyla eszamanli olarak okside olan CoA
tiirevlerine cevrilir. Oktanoat (C-8) ve daha uzun yag asitleri kolorimetrik olarak

570nm’de ya da florometrik olarak 535/587 nm’de belirlenir (6l¢iim sinir1 2uM).
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SYA Kit Ayiraglar

1- Yag asidi dl¢lim tamponu 25 mi
2- Yag asidi probu (DMSO i¢inde) 200 pl
3- Agil-CoA sentetaz (ACS) ayiraci 1 vial
4- Enzim karigimi 1 vial
5- Giiglendirici 200 pl
6- Palmitik asit standart1 (1nmol/ pul) 300 pul

Kit -20 °C’de 1s1ktan korunarak depolandi.

SYA Kit Prosediirii

Serumlar 1/10 oraninda sulandirilarak calisildi. Olgiimlerde 96°lik mikropleyt
kullanildi. Kisaca asagidaki gibi yapildi;

1- 5pL serum + 45 pL yag asidi 6l¢lim tamponu karistirildi.

2- 2uL ACS ayrract eklendi, iyice karigtirildi ve 37°C’de 30 dak. bekletildi.

3- 50uL reaksiyon karigimi ilave edildi, karistirildi ve 37°C’de 30 dak. isiktan

korunarak bekletildi.

Reaksiyon Karisimi:

44 uL 6lglim tamponu

2 uL Yag asidi probu

2 uL enzim karigimi

2 uL giiglendirici

4-Son olarak ELISA okuyucusunda (Mindray MR-96A, Cin) 450/630 nm’de okumalar
gergeklestirildi.

Serum SYA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Kit prosediiriindeki standart grafik denkleminden (y = 0,5949x + 0,0394)
nmol/kuyucuk degerleri bulundu ve serum SYA konsantrasyonu da asagidaki
formiilden mM olarak hesaplandi ve son olarak pM olarak ifade edildi.
Serum SYA konsantrasyonu (C) = (SYA/V) x D (nmol/pL ya da mM)
SYA : Standart grafik denkleminden hesaplanan SY A miktar1 (nmol/kuyucuk)
V: Reaksiyon karigimindaki 6rnek hacmi (uL)

D: Ornek sulandirma faktorii
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3.2.3.6. Serum Beta-Hidroksi Biitirat (BHBA) Tayini

Prensip: Serum BHBA tayini ticari kolorimetrik kit (Cayman, USA)
prosediiriine gore yapildi. Kitin galisma prensibi, beta-hidroksi biitiratin (BHBA), beta
hidroksi biitirat dehidrojenaz enzimiyle asetoasetat’a oksidasyonuna dayalidir.
Oksidasyonla eszamanli olarak, kofaktor NAD®, NADH’a indirgenir. Diaforaz
varliginda NADH kolorimetrik dedektor, suda ¢oziinen tetrazolium tuzu (WST-1) ile
reaksiyona girer ve NADH ile kolayca indirgenerek 445-455 nm’de maksimum
absorbans veren portakal saris1 formazan boyasi olusur. Boyanin absorbanst BHBA

konsantrasyonuyla direkt olarak orantilidir (Sekil 3.9).

o P - Hidroksibiitirat 0 0
OH

dehidrojenaz 1' |
1- /'\)'I\O' +NADY ——————— /\)\0' +NADH +H"

Asetoasetat

~ Diaforaz PI‘ N|H
N N

2- NADH + N —

$0.Na SO;Na

+ NADT

S0:Na
S0O:Na

Formazan
WST-1

Sekil 3.9. Serum BHBA tayini ticari kolorimetrik kit (Cayman, USA) prosediirii

Serum BHBA Kit Ayiraglar:
1- BHBA Ol¢iim Tamponu (25 ml): Sise 100mM Tris-HCI, pH 8,5 icermektedir.
Oda 1s1sina getirilen tampon ayirag ve drneklerin diliisyonu i¢in kullanildi. Eritilmis

tampon 4 °C’de 6 ay stabildir.

2- BHBA Standarti: Liyofilize standart Iml BHBA 6l¢iim tamponu ile sulandirildi.

Hazirlanan standart ImM konsantrasyonundadir ve buz iginde 6 saat stabildir.

3- BHBA Enzim Soliisyonu: Liyofilize enzim, 2,4 ml BHBA 6l¢iim tamponu ile

sulandirildi. Yapilandirilan enzim soliisyonu buz i¢inde 2 saat stabildir.
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4- BHBA Kolorimetrik Dedektor: Sise, 125uL. WST-1 soliisyonunu igerir.

5- Developer Soliisyon: Coziilen enzim soliisyonunun 1 sisesine BHBA kolorimetrik

dedektoriin 100 uL’si ilave edilerek hazirlandi. Hazirlanan soliisyon 1 saat stabildir.

Serum BHBA Kit Prosediirii

Serumlar kullanmadan énce 6l¢iim tamponu ile 1/10 sulandirildi. Olgiimde
96’11k mikropleyt kullanildi. Pleytin ilk 2 sirasina standart ¢ozeltilerden 50 pL ilave
edildi. Diger kuyucuklara 1/10 diliie serumlardan 50 pL ilave edildi. Kullanilan tiim
kuyucuklara developer soliisyonunun 50 pL’si ilave edilerek reaksiyon baslatildi.
Pleyt karanlikta 25°C’de 30dak. bekletildi. Siire sonunda ELISA pleyt okuyucuda
450nm’de absorbans degerleri kaydedildi.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Sekiz tiip alind1 ve A-H’a kadar numaralandirildi. Tablo 1’de tanimlandig: gibi
herbir tiipe ImM BHBA standart soliisyonundan ve 6l¢iim tamponundan asagidaki

gibi ilave edildi (diliie standartlar 1-2 saatten fazla bekletilmemelidir).

Tiipler ~BHBA Stok Soliisyonu  Olciim Tamponu BHBA
(uL) (uL) konsantrasyonu (mM)

A 0 200 0

B 5 195 0,025

C 10 190 0,05

D 20 180 0,1

E 40 160 0,2

F 60 140 0,3

G 80 120 0,4

H 100 100 0,5

Serum BHBA Konsantrasyonunu Hesaplanmasi

Standart konsantrasyonu OmM olan A tiipiiniin absorbans degeri hem
kendisinden hem de diger standart ve 6rnek degerlerinden cikarildi. Caligilan her bir
standart deger hesaplandi ve BHBA standart grafigi ¢izildi. Sonuclar standart
grafikteki dogru denkleminden hesaplandi ve sulandirma katsayisi ile (1/10) ¢arpildi
(Sekil 3.10).
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BHBA STANDART GRAFIGIi
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Sekil 3.10. Serum BHBA ticari kolorimetrik kit (Cayman, USA) prosediiriine gore
hazirlanan standart grafik

3.2.3.7. Serum Triagilgliserol (TG) Analizi

Prensip: TG’ler, lipoprotein lipaz (LPL) enzimiyle yag asidi ve gliserole
hidroliz olur ve gliserol de gliserol kinaz (GK), ATP ve gliserol 3-P-oksidaz (GPO)
aracigryla, dihidroksi aseton fosfat ve H202’e ¢evrilir. Peroksidaz (POD) enzimiyle
H20>, 4-aminofenazon ve 4-fenol klorid ile reaksiyona girerek renkli kompleks

olusturur. Olusan rengin yogunlugu 6rnekteki TG’in konsantrasyonuyla orantilidir.

Serum TG Kit Ayiraclar

PIPES tamponu 100.0 mmol/i
Fenol 16.0 mmol/I
Lipoprotein lipaz (LPL) >4000U/1

R1 Gliserol kinaz (GK) > 2000 U/I
Peroksidaz >2500 U/l
ATP 0.8 mmol/l
4- aminofenazon 1.4 mmol/l
Gliserol 3-P-oksidaz > 2000 U/I

Kit ayiraci ile Gesan Chem 200 (Italy) otoanalizérde TG 6l¢iimii, 510 nm’de 37 °C’de
yapildi.

3.2.3.8. Serum y-Glutamil Transferaz (GGT) Aktivite Tayini

Prensip: Membrana bagli bir enzim olan GGT, glutatyon gibi y-glutamil

peptitlerden, y-glutamil gruplarinin diger peptit ve amino asitlere transferini katalize
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eder. GGT, karaciger, bobrek, pankreas ve barsaklarda yiiksek aktiviteye sahiptir.
Onceleri, GGT nin kolestasis ile iligkili hepatobiliyer sistem hastaliklarmin serum
belirteci oldugu diisiiniiliirken, giinlimiizde hayvanlarda karaciger hastaliklarinin
teshisinde kullanilmaktadir. Enzimatik reaksiyonda, y-glutamil grubu, y-glutamil
karboksi nitroanilit’den, GGT enzimiyle glisilglisine transfer edilir (Sekil 3.11).
Absorbansdaki artis serum GGT aktivitesiyle direk orantilidir.

r@w

0 0
{—Glutamll 3- ka:bok51 0 O\ 0N’
nitroanilit GGT )J\_, H HO =\
- HO NH ANH, + H\ .f'
¢
5 O™ 0 NH,
)LN /\W,OH y—Glutamil-ghsil-glhisin - 3- karboksi-4-nitroanilin
H
NH, 0
Glisilglismn

Sekil 3.11. y-Glutamil Transferaz (GGT) kit 6lgiim prensibi

Serum GGT Kit Ayiraclar
R1 Goods tamponu pH8.25 350.0 mmol/l
Glisilglisin 180.0 mmol/I
R2 L-y-glutamil 3-karboksi 4- nitroanilit 20.0 mmol/I

Kit ayiraci ile Gesan Chem 200 (Italy) otoanalizérde GGT 6l¢iimii, 405 nm’de 37
°C’de yapildi.
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3.2.3.9. istatistiksel Analiz

Aragtirmanin verileri SPSS 24.0 paket programiyla analiz edildi. Siirekli
degiskenler ortalama + standart sapma, medyan (minimum ve maksimum degerler) ve
kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Normal dagilima uygunlugun
incelenmesinde  Shapiro-Wilk testi kullanildi. Parametrik test varsayimlar
saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Tek Yonlid Varyans
Analizi; parametrik test varsayimlar1 saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirilmasinda  Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Ug grup arasinda
anlamli farklilik oldugunda ikili karsilastirmalar i¢in Tukey ve Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi uygulandi. Bagimli grup karsilastirmalarinda, parametrik test
varsaymmlar1 saglandiginda Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi; parametrik test
varsaymmlar1 saglanmadiginda ise Friedman Testi kullanildi. Ug 6lgiim arasinda
anlamli farklilik oldugunda ikili karsilastirmalar i¢in Bonferroni yontemi ve
Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon eslestirilmis iKi 6rnek testi kullanildi. Ayrica sayisal
degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesinde Pearson Korelasyon analizi

uyguland:. Istatistiksel olarak p<0.05 anlaml1 farklilik kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢aligmada, LDA’l1 (n=16) sigirlar; operasyon oncesi (pre-op LDA),
operasyondan hemen sonra (post-op LDA) ve operasyon sonrasi 10.giin (post-op10
LDA) olmak iizere 3 grup halinde incelendi. Kontrol grubu olarak da erken
laktasyonda (n=8) ve kuru donemde (n=8) saglikli sigirlardan olusan 2 grup secildi.
Olgiilen parametreler icin LDA’l1 gruplar (3 grup) kendi aralarinda ve kontrol gruplari
(2 grup) ile ayr1 ayr karsilastirildi.

4.1. LDA’h Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonrasi Oksidatif Stres

Parametreleri

LDA’l1 ve kontrol grubu sigirlarda, lipit peroksidasyon belirteci olarak MDA
ve TOS, antioksidan parametre olarak da PON1/ARES ve TAS parametreleri
degerlendirildi (Tablo 4.1).

4.1.1. Serum TOS Diizeyi

Serum TOS diizeylerinde LDA’l1 gruplarda kontrol gruplarina gore artis
gozlendi, fakat sadece post-op 10 LDA’l1 grupda bu artis istatistiksel olarak anlamli
(p=0,008) bulundu. LDA’l1 gruplar arasinda ise anlamli (p=0,364) bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 4.1)

TOS (pumol/l)
20

S
" anll anll am

Pre-op LDA Post-op LDA  Post-op 10 LDA

B kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.1. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum TOS diizeyindeki
degisiklikler
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Tablo 4.1. Kontrol (Kuru ve Laktasyon dénemi) ve LDA’l1 grup siit sigirlar1 arasinda oksidatif stres parametrelerindeki degisimler

kuru dénem laktasyon donemi Pre-op LDA Post-op LDA Post-op10 LDA 1 2 3 4
(kontrol 1) (kontrol 2) (hasta 1) (hasta 2) (hasta 3) P P P P
0.173 0.131 0.008* 0.364
T0S AO+SS 3,29+2,53 444333 8,47 £8,33 6,51 4,37 10,13 + 6,73 (ko3507)  (F=2184)  (F=5.817)  (F2~1045)
(umol/ly Med 2,29 48 574 5,61 9,59 ] ] wB ]
(min-maks) (0,29 - 7,94) (0,29 - 8,82) (1,47 - 28,53) (0,59 - 15,88) (0,59 - 24,41) g
0.0001% 0.367 0.569 0.0001%
¥ AO+£SS 0,8 0,41 0,84 +0,3 0,25+ 0,14 0,64 +0,2 0,85+0,11 (Kk=20235) (kk=2.006)  (kke1.127)  (F2=62.09)
(mmol/l) Med 0,58 0,82 0,23 0,72 0,84 o p ) ) o
(min-maks) (0,43 - 1,56) (0,36 - 1,31) (0,08 - 0,63) (0,23 - 0,84) (0,67 - 1,14) ’ OV Y
0.0001* 0.0001% 0.0001% 0.0001*
PONI/ ~ AOESS 0432411649  99687+17532  740,99£10566  1784,17+307,36 30725320529 Cisea7)  (kke23348) (F=544349)  (F2=404.6)
'(AKFEEI‘;‘ Med (?;‘ggf ] 983,71 719,19 1877,93 3103,13 wp wp w“p .
(min-maks) 1003.28) (776,44 -1219,93)  (629,05-985,68)  (1234,41 - 2156,92)  (2675,43 - 3358,43) g g g eV
0.002% 047 0.085 0.0001%
MDA AO£SS 1,92 40,58 235+2,13 4,79 +3,14 1,66+ 0,36 341,84 (Kke12712)  (kkelB1l)  (kked93)  (kk2=20.85)
(umol/ly Med 2,13 1,72 3,38 1,66 2,44 B ) ) _
(min-maks) (1,14 -2,6) (0,73 - 7,38) (1,77 - 13,42) (1,04 - 2,08) (1,35 - 8,01) o ®

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; p1: kontrol 1 - kontrol 2 — Pre-op LDA aras1 farklilik; p2: kontrol 1 - kontrol 2 — Post-op LDA arasi farklilik; p3: kontrol
1 - kontrol 2 — Post-op10 LDA arasi farklilik; p4: Sadece Hasta (Pre - Post - 10. giin) gruplar arasi farklilik;

o: Kuru dénem kontrol — LDA’l1 gruplar arasi farklilik; B: Laktasyon donem kontrol — LDA’L1 gruplar arasi farklilik; 8: Kuru dénem kontrol —Laktasyon dénemi
kontrol aras1 farklilik; ¢: Hasta grup pre-op— hasta grup post-op arasi farklilik; y: Hasta grup pre-op— hasta grup post-op10 arasi1 farklilik; y: Hasta grup post-op—
hasta grup post-op10 aras1 farklilik;

kk: Kruskal Wallis Varyans Analizi; F: Tek Yonlii Varyans Analizi; kk2: Friedman Testi; F2: Tekrarli 6lglimlerde varyans analizi
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4.1.2. Serum MDA Diizeyi

Pre-op LDA’lhn  sigirlarda MDA  diizeylerinin, kontrol  gruplarla
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide arttig1 (p=0,002) tespit edildi. Operasyondan hemen
sonra (post-op LDA) MDA diizeyi 6nemli dl¢iide azalarak kontrol grubu diizeylerine
gerilerken, post-op 10 LDA’ll grupta tekrar arttigi, fakat yine de kontrol grubu
degerlerinde seyrettigi belirlendi (Sekil 4.2).

MDA (umol/Il)
10

|
S T 11
, Wl ala nl

Pre-op LDA Post-op LDA Post-op 10
LDA

B kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.2. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum MDA diizeyindeki
degisiklikler

4.1.3. Serum TAS Diizeyi
Serum TAS degerlerinde, pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol gruplarina gore
onemli Olgiide azalma (p=0,0001) belirlendi ve operasyon sonrast LDA’1 sigirlarda

(post-op LDA ve post-op 10 LDA) giderek arttig1 ve post-op 10 LDA’l1 grupta kontrol
grubu degerlere ulastigi tespit edildi (Sekil 4.3).
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TAS (mmol/l)

1,5
1 [ [ [ -
0,5
T
0
Pre-op LDA Post-op LDA  Post-op 10

LDA

W kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.3. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplari arasinda serum TAS diizeyindeki
degisiklikler

4.1.4. PON1/ARES Aktivitesi

Pre-op LDA’l1 sigirlarda, PON1/ARES degerleri ise kontrol grubuna goére
onemli dl¢lide (p=0,0001) azald1 ve operasyon sonrasi gruplarda (post-op LDA ve
post-op 10 LDA) giderek 6nemli bir artis (p=0,0001) gosterdi. Ayrica, operasyon
sonrast LDA’ll sigirlarda PON1/ARES aktivitesindeki bu artigin kontrol grubu
degerlerinin de iizerine ¢iktig1 gézlendi (Sekil 4.4).

PON1/ARES (kU/I)
4000

3000 i
2000 T
“ ile HNE NN

Pre-op LDA Post-op LDA Post-op10 LDA

o

H kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.4. LDA’li gruplar ve kontrol gruplari arasinda serum PONI/ARES
diizeyindeki degisiklikler

41



4.2. LDA’L Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonrasi Lipit Parametreleri

Yapilan calismada, LDA’l1 ve kontrol grubu sigirlarda, lipit metabolizmasina
ve karaciger yaglanmasmma yonelik biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler
arastirildi. Bu kapsamda, serum TG, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
SYA ve BHBA degerleri ile karaciger enzimlerinden AST ve GGT aktiviteleri
degerlendirildi (Tablo 4.2).

4.2.1. Serum TG Diizeyi

Serum TG konsantrasyonlari, pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda 6nemsiz bir artis gosterdi ve post-op 10 LDA’l1 sigirlarda, kuru
donem sigirlara gore Onemli Olgiide azalirken, laktasyon donemi degerlerinde
seyrettigi gozlendi. LDA’l1 3 grup kendi arasinda karsilastirildiginda, operasyon
sonrast her iki grupta da pre-op LDA’l1 gruba gére dnemli bir azalma gozlendi (Sekil
4.5).

TG (mmol/I)
0,5

0,4
T 1 1
0,1

Pre-op LDA  Post-op LDA  Post-op 10
LDA

o

B kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.5. LDA’ll gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum TG diizeyindeki
degisiklikler

4.2.2. Serum Total Kolesterol Diizeyi

Serum total kolesterol diizeyleri, pre-op LDA’l1 grupta kontrol gruplarina gore
onemli 6l¢giide (p= 0,0001) azaldi. Laktasyon donemi si8irlarda, kuru donem sigirlara

gore daha yiiksek kolesterol diizeyleri tespit edildi. Ayrica post-op LDA’l1 sigirlarda
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total kolesteroliin pre-op LDA’l1 sigirlara gore azaldigi ve post-op 10 LDA’l1 grupta
artt1g1, fakat kontrol grubu degerlere erisemedigi gozlendi (Sekil 4.6).

Total Kolesterol (mmol/I)

I I I

Pre-op LDA Post-op LDA Post-op 10 LDA

IS

N

o

B kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.6. LDA’li gruplar ve kontrol gruplari arasinda serum total kolesterol
diizeyindeki degisiklikler

4.2.3. Serum HDL-Kolesterol Diizeyi

Serum HDL-kolesteroliinde de laktasyon donemi sigirlarda, kuru donem
sigirlara gore artis gozlendi. Pre-op LDA’l1 sigirlarda laktasyon donemine gore azalma
tespit edildi. Post-op LDA’li grupta daha da azalan HDL-kolesterolii, post-opl0
LDA’l1 grupta artarak pre-op LDA’l1 degerlere eristigi, fakat saglikli laktasyon donemi
degerlere ulasamadig belirlendi (Sekil 4.7).

HDL Kolesterol (mmol/I)

[ [ [
3

[N - R =
i |

Pre-op LDA Post-op LDA Pos-opt 10
LDA

N

[EEN

o

H kuru M |aktasyon hasta

Sekil 4.7. LDA’lh gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum HDL kolesterol
diizeyindeki degisiklikler
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4.2.4. Serum LDL-Kolesterol Diizeyi

Serum LDL kolesterol diizeylerinde tiim LDA’l1 gruplarda, kontrol gruplara
gore azalma tespit edildi. LDA’l1 gruplar (pre, post ve 10. giin) arasinda ise 6nemli bir

fark tespit edilemedi (Sekil 4.8).

LDL Kolesterol (mmol/I)

L il

Pre-op LDA Post-op LDA Post-op 10 LDA

N

=

o

H kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.8. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplari arasinda serum LDL kolesterol
diizeyindeki degisiklikler

4.2.5. Serum SYA Diizeyi

Serum SYA diizeyleri bakimindan saglikli ve LDA’l1 gruplar arasinda dnemli
bir fark tespit edilemedi. Sadece, pre-op LDA’l1 grupta, laktasyon donemi saglikli
gruba gore ve post-op10 LDA’l1 grupta tiim gruplara gore istatistiksel olarak 6nemsiz
bir artig gozlendi (Sekil 4.9).

SYA (pmol/l)

400
300

[

500 117 [ 1] [ 1

« QI TN 1N

Pre-op LDA  Post-op LDA Pots-op 10
LDA

o O

B kuru ™ laktasyon hasta

Sekil 4.9. LDA’I1 gruplar ve kontrol gruplari arasinda serum SYA diizeyindeki
degisiklikler
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Tablo 4.2. Kontrol (Kuru ve Laktasyon dénemi) ve LDA’l1 grup siit sigirlar1 arasinda biyokimyasal lipit parametrelerindeki degisimler

Kuru Laktasyon Pre-op Post-op Post-op 10
donem donemi LDA LDA LDA pl p2 p3 p4
0.142 0.055 0.021* 0.0001*
TG AO=SS 024008 0,22+0,19 0,26 + 0,06 0,15 £ 0,05 015006 (4 3800) (kke5.795) (Kk=7.771)  (F2=17.538)
(mmol/l) Med 0,22 0,16 0,28 0,16 0,13 ) ) _
(min - maks)  (0,17-0,43) (0,05 - 0,64) (0,13 - 0,36) (0,07 - 0,23) (0,09 - 0,31) ¢ PV
0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.001*
kol AO=SS  3,77+039 5,3+0,85 2,31 0,88 1,66 + 0,35 2154051 (lageis) (kke26027) (Kk=25.46)  (F2-8.373)
(mmol/l) Med 3,78 5,24 2,13 1,6 2,08 5: o B B .
(min - maks)  (3,03-426) (4,24 - 6,43) (1,18 - 4,57) (1,22-23) (1,62 - 3,6) » % @ @ Aehd
0.001* 0.0001* 0.0001* 0.0001*
HDL.kol AO*SS 196061 3,17 40,54 1,81 0,6 1,13+0,37 75037 (4213604 (kke21412) (kk=15.582) (F2=13.157)
(mmol/l) Med 1,99 3,17 1,73 1,12 1,74 85 B 85 .
(min - maks)  (1,27-267) (2,19 - 3,86) (1,04 - 3,27) (0,63-1,85) (0,99 - 2,45) ’ ’ v
0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.74
DLkl AOESS  L71:048 2,03 + 0,94 0,5+0,5 0,45 + 0,41 0335029 (4 1500) (kke10884) (kk=2161)  (kk2=0.603)
(mmol/l) Med 1,71 2,11 0,34 0,35 0,25 B B B i
(min - maks)  (1-2,3) (0,51 - 3,27) (0,01-17) (0,02 - 1,61) (0,02 - 1,04) % o @
0.0001* 0.0001* 0.041* 0.001*
AST AO+SS  898+0,67 7,61 +0,88 2084£1301 189621323 10952453 001D qqi6a78)  (kke6.366)  (kKk2=13.238)
(un) Med 8,66 7,84 15,84 14,16 10,56 wp B B _
(min - maks) (8,4-1033) (6,47 - 8,92) (9,6 - 45,6) (7,68 - 45,6) (6,72 - 24) : P>V
0.036% 0.046* 0.036* 0.074
GGT AO=SS  1653+597 22,78 +3.61 34552052 358742167 3I3TEI436 gy deon a4c6141)  (keb.675)  (F2=2.842)
(un) Med 14,74 23,76 24,74 23,76 22,95 . )
(min - maks) (10,4-2543) (1526-2659) (1399-8046) (12,83-77,92) (15,95 - 57,34) ¢ ¢
0.882 0.949 0.472 0.108
SYA AO%SS  209£9824 196885973 207387954 20906%101.22 241389682 "o lo0sy  (F=0.772)  (F2=2400)
(nmol/l) Med 209 215 215 229 256 ) ] ]
(min - maks) (75 - 330) (75 - 262) (35 - 316) (21 - 424) (75 - 384)
0.033* 0.235 0.489 0.01*
BHBA  AO=SS 052021 0,84 + 0,89 2,1+1,76 1,74 1,55 0.93£0.66 (16801 (kkeo805) (kkeld3)  (kk2=9.125)
(mmol/l) Med 0,57 0,57 1,54 1,35 0,85 . ) )
(min-maks)  (0,18-087) (0,38 - 3,04) (0,18 -5,37) (0,24 - 4,98) (0,28 - 2,43) v

*p<0.05 istatistiksel olarak anlaml farklilik; p1: kontrol 1 - kontrol 2 — Pre-op LDA arasi farklilik; p2: kontrol 1 - kontrol 2 — Post-op LDA arasi farklilik; p3: kontrol 1 - kontrol 2 —
Post-op10 arasi farklilik; p4: Sadece Hasta (Pre - Post — Post 10. giin) 6l¢limleri aras1 farklilik; o: Kuru dénem kontrol — Hasta gruplar aras: farklilik; B: Laktasyon donemi kontrol -
Hasta gruplar arasi farklilik; 8: Kuru dénem kontrol —Laktasyon donem kontrol arasi farklilik; ¢: Hasta grup pre-op LDA- hasta grup post-op LDA arasi farklilik; y: Hasta grup pre-
op LDA- hasta grup post-op 10 LDA 6l¢iim aras1 farklilik; y: Hasta grup post op-LDA- hasta grup post-op 10 arasi farklilik; kk: Kruskal Wallis Varyans Analizi; F: Tek Yonlii
Varyans Analizi; kk2: Friedman Testi; F2: Tekrarli l¢iimlerde varyans analizi
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4.2.6. Serum BHBA Diizeyi

Serum BHBA diizeyinin ise pre-op LDA’l sigirlarda, kuru donem saglikli
sigirlara gore arttig1 ve operasyon sonrasi gruplarda (post-op ve post-opl0) giderek
azalarak post-op 10 LDA’l1 grupta kontrol gruplarindaki degerlere dondiigii tespit
edildi (Sekil 4.10).

BHBA (mmol/I)

—
anl aml ami

Pre-op LDA Post-op LDA Post-op 10 LDA

O R N W &~ O

B kuru M laktasyon hasta

Sekil 4.10. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum BHBA diizeyindeki
degisiklikler

4.2.7. Serum AST Aktivitesi

Karaciger enzimlerinden olan serum AST aktivitesinin pre-op LDA’I
sigirlarda kontrol grubu sigirlara gore dnemli 6lgiide (0,0001) yiikseldigi ve operasyon
sonrasi her 2 grupta giderek azaldig1 gozlendi. Post-op 10 LDA’l1 grupta, laktasyon
donemi saglikli sigirlara gore hala yiiksek olmasina ragmen kuru dénem kontrol grubu

degerlerine dondiigii belirlendi (Sekil 4.11).

46



AST (U/)
40
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Pre-op LDA Post-op LDA  Post-op 10 LDA

o

B kuru M laktasyon M hasta

Sekil 4.11. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum AST aktivitesindeki
degisiklikler

4.2.8. Serum GGT Aktivitesi

Serum GGT aktivitesi bakimindan ise tim LDA’ll gruplarda saglikli kuru
doneme gore artis tespit edildi. Ayrica serum GGT aktivitesinde saglikli laktasyon
donemi ile LDA’l1 gruplar arasinda herhangi bir farklilik gozlenmedi (Sekil 4.12).

GGT (U/l)
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40
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Sl il
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Pre-op LDA Post-op LDA  Post-op 10 LDA
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Sekil 4.12. LDA’l1 gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda serum GGT aktivitesindeki
degisiklikler
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4.3. LDA’L Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonras1 Oksidatif Stres ve
Lipit Parametreleri Arasindaki liski

Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de kontrol gruplari ve hasta gruplarda bakilan
parametreler arasinda bir iliskinin olup olmadigina bakildiginda 6zet olarak,
1-Saglikli kuru donem ve post-op LDA’ll sigirlarda HDL kolesterolii ile LDL
kolesterolii arasinda negatif bir iliski,
2-Laktasyon donemi saglikli sigirlarda PON1/ARES ile T-kolesterol ve LDL
kolesterol arasinda pozitif bir iligki,

3- Laktasyon donemi saglikli ve tim LDA’ll sigirlarda T-kolesterol ve LDL
kolesterolii arasinda pozitif bir iligki,

4- HDL-kolesterol ve TOS arasinda, pre-op LDA’l1 sigirlar ve post-op 10 LDA’I1
sigirlarda negatif, post-op LDA’l1 sigirlarda ise aksine pozitif bir iliski,

5- Pre-op ve post-op LDA’l1 sigirlarda HDL kolesterol ve AST arasinda negatif iligki,
6- Pre-op ve post-op 10 LDA’l1 sigirlarda AST ve TOS arasinda pozitif iligki,

7- Ayrica pre-op LDA’l1 sigirlarda AST ile TAS arasinda negatif iligki,

8- Kuru donem saglikli sigirlarda, GGT ve TOS arasinda ve total kolesterol ile BHBA
arasinda pozitif iligki,

9- Post-op LDA’l1 sigirlarda MDA ve PON1/ARES ve LDL kolesterolii ile AST

arasinda pozitif iligki tespit edilmistir.
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Tablo 4.3. Kontrol grubu (kuru ve laktasyon dénemi) sigirlardaki parametreler arasi iliskiler

Kuru donem (kontrol 1) (n=8)

Laktasyon donemi (kontrol 2) (n=8)

12 3 4 56 7 89 10 11 1234567891011%
1.TG 1 1TG 1
2. T-kol 0 1 2. T-kol 0 1
3. HDL 00 1 3. HDL -0 1
4.LDL 00 - 1 4.LDL 0 I 0 1
5. AST 00 0 0 1 5. AST - 00 0 1
6. GGT 00 00 01 6. GGT 000 00 1
7.SYA 00 0 0 00 1 7.SYA 000 000 1
8. BHBA 01’ 00 00 0 1 8. BHBA 000 00O - 01
9. TOS 00 0 0 0 ++0 01 9.TOS 000 0O0OU O 001
10.TAS 000 - 00 0 00 10.TAS 000 0O0OG O 00O 1
11.PON1/ARE 11. + ;
s 00 00 00 0 00O oNUARES 0 1+ 0 . 0 0 0000 1
12. MDA 00 00 -0 0 00 12. MDA 000 00O -000 0 1

++: pozitif yonde korelasyon (p<0.01); +: pozitif yonde korelasyon (p<0.05); 0: istatistiksel olarak anlamli iliski mevcut degil; --:

-: negatif yonde korelasyon (p<0.05)
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Tablo 4.4. LDA’l1 gruplardaki (Pre-op , post-op ve post-op 10) parametreler arasi iligkiler

Post-0 Post-op
hasta (n=16) P hasta (n=16) 10 hasta (n=16)
Pre-op LDA
LDA
LDA 11 1 111 11
123456789, , , 123456789, , ; 123456789, | 1
1.TG 1 1TG 1 1.TG 1
2 T-kol 01 2 T-kol 01 2 T-kol 01
3. HDL o: 1 3HDL 00 1 3. HDL 011
4.LDL o: 01 41DL 0+ - 1 4.LDL 0101
5AST 0- -~ 01 5AST 00 - 11 5AST 00 -01
6.GGT 00 000 1 6.GGT 000 0 01 6.GGT 00 000 1
7.SYA 0000001 7SYA 000 0001 7SYA 0000-01
8BHBA 00 000001 8.BHBA 000 00001 8.BHBA 00 000001
9. TOS 0 - -010001 9. TOS 001000001 9. TOS 00 -0+0-01
10TAS 00 00-00001 10TAS 000 0000001 10TAS 000000000 1
11.PONL/A 11.PON1/ 11.PONT/A
e 00000000001 ;ors 0000000000 1 0000000000 1
12.MDA oijoo 00000 0 1 12.MDA OOOOOOOOOOIllZ.MDA 0000000000 0 1

++: pozitif yonde korelasyon (p<0.01); +: pozitif yonde korelasyon (p<0.05); 0: istatistiksel olarak anlamli iliski mevcut degil; --: negatif yonde korelasyon (p<0.01);
-: negatif yonde korelasyon (p<0.05)
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5. TARTISMA

Abomazum deplasmani, 6zellikle LDA, yiiksek siit verimli ineklerin ekonomik
olarak 6nemli, multifaktoriyel bir hastaligidir ve %80-%90 oraninda dogum sonrasi 3-
4 hafta i¢inde meydana gelir. Siit sigirlarinda goriilen abomazum hastaliklar
cogunlukla; stres, beslenme ve metabolik bozukluklar ile yakindan iliskilidir. Hastalik
stit sigirlarinda, tedavi masraflari ve tiretim kaybi sebebiyle biiylik ekonomik 6neme
sahiptir. Yagh karaciger, ketozis ve hipokalsemi gibi hastaliklarin AD i¢in risk
faktorleri olmasina ragmen, AD’min olusum sebebi etiyoloji ya da fizyopatoloji
calismalariyla aydinliga kavusturulamamistir (Maden ve ark.,2012). AD’dan etkilenen
sigirlarin klinik ve laboratuvar bulgular lizerine ¢aligmalar hastaligin kontroliinde ve
komplikasyonlarin 6nlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu hastalik serumda bir¢ok
biyokimyasal degisikliklere sebep olabilir. AD’inin olusumunda stres faktorii etkili
oldugundan, bu durum oksidatif aktiviteyle belirlenmektedir ve sigirlarda serum
antioksidan durumun degerlendirilmesi de O6zel bir Oneme sahip olmaktadir
(Hasanpour ve ark., 2011). Dogum sonrasi donemdeki sigirlarin 6zellikle beslenme
durumunu yansitan bazi biyokimyasal parametreler tizerine AD’nin etkisine dair
birgok ¢aligma (Antanaitis ve ark., 2014; Basiri ve ark., 2013; Dezfouli ve ark., 2013;
Ghazy ve ark., 2016; Geishauser ve ark., 1998; Imhasly ve ark., 2014; LeBlanc ve ark.,
2005; Markiewicz ve ark., 2009; ; Rohn ve ark., 2004a; Rohn ve ark., 2004b; Sen ve
ark., 2015;Stengirde ve ark., 2010; Stengdrde ve ark., 2011; Sezer ve ark., 2012)
olmasma ragmen, LDA’lln siirlarda oksidant-antioksidant durumu degerlendiren
birka¢ ¢alisma (Hasanpour ve ark., 2011; Aly ve ark., 2016; Durgut ve ark., 2016;
Maden ve ark., 2012; Mamak ve ark., 2013) mevcuttur. Bu ¢aligmalarin umut verici
olmasina ragmen, yeni teshis ve tedavi parametrelerin klinik ve prognostik kullanimi

icin daha ileri aragtirmalar gerekmektedir.

Mevcut ¢calismada, LDA’l1 sigirlarda operasyon dncesi ve sonrasi bazi serum
lipit parameterleri ile oksidatif stres parameterlerinin saglikli sigirlarla karsilastirarak

arastirilmasi amaglandi.
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5.1. LDA’h Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonrasi Oksidatif Stres

Parametreleri

Mudron ve ark. (2007), LDA’li (n=10) Holstein sigirlarda operasyon oncesi
ve operasyon sonrasi 15, 30, 60, 90. dakikalar ve 2,5,10 ve 24 saat sonras1 alinan kan
serum Orneklerinde lipit peroksidasyon parametrelerinden biri olan MDA diizeylerini
tespit etmislerdir. Cerrahi operasyonun MDA’nin plazma diizeylerini gegici olarak
artirdigint ve LDA operasyonu sonrast 60. dakikada en yiiksek plazma MDA
diizeylerini tanimlamiglardir. Operasyon sonrasi 24. saatte MDA diizeylerinin
operasyon Oncesi diizeylere dondiigiinii gozlemlemislerdir. Maden ve ark. (2012),
LDA’Il siit sigirlarinda, MDA diizeyinin arttigini, NO konsantrasyonunun ise
azaldigini tespit etmislerdir. Ayni sekilde, Aly ve ark. (2016), LDA’l1 sigirlarda
MDA ’nin 6nemli dl¢iide arttigini, Mamak ve ark. (2013), ise RDA ve LDA’l1 sigirlar
ile saglikli gruplar karsilastirildiginda MDA ’da bir degisiklik belirleyememislerdir.

Son yillarda, Durgut ve ark. (2016) RDA ve LDA’l1 sigirlarda TOS, TAS ve
oksidatif stres indeksini (OSI) Erel (2004 ve 2005)’in metodlarina gore ilk olarak
belirlediklerini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada, LDA’l1 sigirlarda TOS, TAS ve OSI
degerlerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda degismedigini bildirmislerdir.

Calismamizda, LDA’l1 ve kontrol grubu sigirlarda oksidan parametrelerden
TOS ve MDA diizeylerindeki degisiklikler arastirildi. Durgut ve ark. (2016)’1mnin
kullandig1 metodu kullanarak yaptigimiz ¢aligmada, serum TOS diizeylerinin LDA’l1
gruplarda, oOzellikle de post-opl0 LDA’li grupta kontrol gruplarmma gore artis
gosterdigi tespit edildi. Diger bir oksidasyon belirteci olan MDA diizeylerinin ise pre-
op LDA’ll sigirlarda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 6nemli olgiide arttigi
(p=0,002) ve post-op gruplarda azalarak kontrol grubu degerlere dondiigii belirlendi.
Sonuglar paralellik gostermekle birlikte, lipit peroksidasyon belirteci olan MDA
diizeylerindeki artislarin istatistiksel olarak daha anlamli oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglara gore, LDA’nin lipit peroksidasyonuna ve iskemik hasara yol agtigi

diistiniilebilir.

52



Calismamizda ayrica antioksidan parametrelerden TAS diizeyi ve PON1
aktiviteleri arastirildi. PON1 oksidasyona karsi koruyucu oldugu i¢in oksidatif stresde,
negatif akut faz protein olarak disiiniildiigiinde yangida ve Kkaracigerde
sentezlendiginden karaciger hastaliklarinda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.
PONL, insan hekimliginde genis ¢apli ¢alisilmasina ragmen, veteriner hekimlikte daha
smirli diizeyde sigirlarda galisilmistir ve PONI1’in fonksiyonunu aydinlatacak
calismalara ihtiyag duyulmaktadir. PON1 paraoksanaz aktivitesi (substrat olarak
paraokson kullanilir), arilesteraz aktivitesi (bir fosforlu olmayan aril ester substrat
olarak kullanilir) ya da laktonaz aktivitesi (laktonlar substrat olarak kullanilir) ile
belirlenebilmektedir. Veteriner hekimlikte, sigirlarda yagl karacigerin teshisi igin
dihidrokumarin, fenil asetat ve paraokson aktiviteleri arasinda benzer teshis
performansi belirlenmistir. Bu durumda, daha az toksik, daha ucuz ve laboratuvar
sartlarina kolay adapte olabilen substratin sec¢ilmesi gerektigi bildirilmistir (Ceron ve
ark., 2014). Bu sebeple mevcut calismamizda ¢ok toksik olan paraokson substrati
yerine daha az zararli olan fenil asetat substratinin kullanildig: arilesteraz (ARES)

aktivitesi olgiilerek PON1/ARES aktivite tayini yapilmustir.

Ahmadi ve ark. (2016), PONL1 aktivitesinin yagh karacigerli sigirlarda
azaldigini, fakat bu azalmanin 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Ayrica, Farid ve ark.
(2013) PON1 aktivitesinin yagli karacigerli sigirlarda kontrol grubu sigirlara gére daha

diisiik oldugunu gdstermislerdir.

Gebeligin sonu ve erken laktasyondaki siit sigirlarinda PON1 aktivitesinde
azalma bildirilmistir. Bu da oksidatif stresin peripartum donemde degisik bozukluklara
sebep olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, serum PON1 aktivitesi bu periyotdaki
hastaliklarin teshisi ya da serum antioksidatif kapasite icin bir indikatdr olarak
kullanilabilecegi ¢esitli ¢alismalarda dile getirilmistir. (Antonci¢-Svetina ve ark.,
2011; Folnozi¢ ve ark., 2015; Kulka ve ark., 2016; Turk ve ark.,2004; Turk ve ark.,
2008; Turk ve ark., 2013).

Literatiir taramalarimiz sonucu LDA’ll sigirlarda PONI1 aktivitesinin

arastirildigi makaleye rastlanilmadi. Bu anlamda bir ilk olan ¢alismamizda, LDA’I1
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sigirlarda PON1/ARES aktivitesinin pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol grubuna gore
onemli Olclide (p=0,0001) azaldig1 ve operasyon sonrasi gruplarda (post-op LDA ve
post-op 10 LDA) giderek arttig1 hatta kontrol degerlerinin {izerine ¢iktig1 gozlendi.
Ayrica yaglh karacigerli sigirlarda PON1 azalmasinin baslica nedenlerinin, karaciger
ve serumda artan proinflamatuvar sitokinler (TNF-a), serbest radikal
konsantrasyonlarinin artmasi ve PON1’in lipit peroksitlerin hidrolizi sonrasi inaktive
olmasi ile HDL’in yap1 ve kompozisyonundaki degisiklikler oldugu bildirilmistir
(Ahmadi ve ark.,2016). Boylece, c¢alismamiz LDA’ll sigirlardaki PON1
aktivitesindeki azalmanin karaciger fonksiyon testleriyle ve lipit peroksidasyon
parametreleriyle birlikte degerlendirildiginde LDA’l1 sigirlarinda yagli karaciger

olusumunun teshisinde kullanilabilecegini 6ngérmektedir.

Fiirll ve ark. (2003), dogumdan sonra 1-4 haftalar aras1 (erken laktasyon)
saglikli sigirlarda TAS’1n arttigin1 ve AD’l1 sigirlarda antioksidan sistemin yaklasik
%45 baskilandigin1 bildirmiglerdir. LDA’l1 sigirlarda, RDA’l1 sigirlara gore daha
yiiksek TAS konsantrasyonu tespit etmislerdir. AD’1min diizeltilmesinden sonra TAS

konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide farklilasmadigini gézlemlemislerdir.

LDA’ll sigirlardaki serum antioksidan diizeylerinin (GPx ve Se) saglikli
sigirlara gore daha diisiik oldugu ve LDA’l1 sigirlara Vit E ve Se enjeksiyonlarinin ya
da yemlere ilavesinin yararli olacagi onerilmistir (Hasanpour ve ark., 2011). Ayrica,
operasyon Oncesi ve operasyon sonrasi antioksidan ilavesinin LDA’l1 sigirlarin
tedavisinde destekleyici tedavi olarak iyi sonuglar vererek kullanilabilecegi
belirtilmistir (Aly ve ark., 2016; Locher ve ark., 2011).

Calismamizda, TAS diizeylerinin pre-op LDA’l sigirlarda kontrol gruplarina
gore (kuru ve erken laktasyon) 6nemli 6l¢iide azaldigi ve post-op 10 LDA’l1 sigirlarda
kontrol grubu degerlere eristigi belirlendi. Erel (2004 ve 2005)’in metodlarina gore
Durgut ve ark. (2016) RDA ve LDA’l1 sigirlarda ilk defa yapildigini ifade ettikleri
calismalarinda, TAS degerlerinde kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda bir fark
bulamadiklarini belirtmislerdir. Bu anlamda bizim ¢alismamiz da ayn1 metot ve kit

kullanilanilarak yapilan ikinci c¢aligma olmaktadir. Sonuglar yukardaki diger
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caligmalarla uyumlu olmakla birlikte, bu konuda yetersiz ¢aligma mevcut olup yeni
caligmalarin yapilmasmin gerekli oldugu disiiniilmektedir. Sonuglarimiza gore
LDA’ll sigirlarda TAS diizeylerinin belirlenmesi hastaligin teshisi ve tedavinin

etkinliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir.

Ayrica, gegis doneminde PON1 aktivitesi ile total kolesterol, HDL-kolesterol
ve trigliserit arasinda pozitif korelasyon, SYA, BHBA ve bilirubin ile negatif
korelasyon tespit etmislerdir. Bu durum da PON1 aktivitesinin lipit metabolizmasina
gore degistigine isaret etmektedir. TAS konsantrasyonunun sadece total kolesterol,
HDL-kolesterol ve PONI ile iliskili oldugu, fakat SYA ve BHBA ile iligkili olmadig1
belirlenmistir. Bu durumda PONI1 aktivitesinin TAS’dan daha fazla enerji
eksikliginden etkilendigi sonucuna varmuslardir (Turk ve ark.,2013). Bizim
calismamizda da laktasyon donemi sigirlarda PON1/ARES ile T.kolesterol ve LDL
kolesterol arasinda pozitif korelasyon tespit edildi. Kisacasi, PONT1 aktivitesinin lipit

metabolizmasindaki degisikliklerle baglantili oldugu diistiniilebilir.

5.2. LDA’Li Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonrasi Lipit Parametreleri

LeBlanc (2010) ve McArt ve ark. (2013), yaptiklar1 derlemelerde, dogum
oncesi (pre-partum, kuru donem) siit sigirlarinda yiiksek SY A konsantrasyonu ve onun
AD’1 ile iliskileri tizerine arastirmalar1 6zetlemislerdir. Buna gore, kuru donem SYA
artist genellikle > 0,3-0,5 mEqg/L degerlerinde tanimlanmis ve AD’ riski ile
iliskilendirilmistir. Dogum sonras1 (post-partum, erken laktasyon) SYA
konsantrasyonu (> 0,7 mEq/L) artan sigirlarda da AD riskinin normal post-partum
SY A konsantrasyonuna sahip sigirlardan daha yiiksek oldugu kaydedilmistir. Ayrica,
kuru dénem sigirlarda artan BHBA (> 0,6-0,8 mmol/L) konsantrasyonunun AD’nin
olugma riskini yaklagik 4 kat artirdigi, erken laktasyon donemi artan BHBA (1-1,4
mmol/L) konsantrasyonlarinin da AD’nin olugsma riskinin bir gostergesi oldugu
bildirilmistir. Dogum sonras1 3-6 haftalar aras1 (erken laktasyon) sigirlarin glukoz
ithtiyaglar karacigerin glukoneojenik kapasitesini asar (tip 1 hiperketonemi) ve BHBA
konsantrasyonu artar. Sonug olarak, pahali ve iddiali bir dogum sonrasi tarama testi

olan SYA o6l¢timlerinin NEB’in siirli i¢inde degerlendirilmesinde en iyi test oldugu
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ileri stliriilmiistiir. Ayrica bu testin Ozellikle siirlide kuru dénemde yiiksek SYA
konsantrasyonuna sahip, dogum yapma sayisi fazla olan ve giic dogum yapan geng

hayvanlarda uygulanmasinin uygun olacagi ifade edilmistir.

Ayrica Puppel ve Kuczynska (2016), gecis donemi sigirlarda NEB’in bir
belirteci olarak SYA ve BHBA diizeylerinin arttigini, De Koster ve ark. (2018) da
dogum sonrasi periyotda serum SYA ve BHBA diizeylerinin artttig1, fakat diisiik viicut
kondisyon kaybi olan sigirlarla, yiiksek viicut kondisyon kaybi olan sigirlar arasinda

bir fark olmadigini bildirilmislerdir.

Laktasyondaki (erken, orta ve ge¢ laktasyon) siit sigirlarinda, plazma asetat,
BHBA, SYA ve glukoz diizeyleri belirlenmistir. Erken laktasyonda, asetat ve glukoz
diizeylerinde azalmayla birlikte SYA diizeylerinin arttig1 gézlenmistir. Orta ve geg
laktasyondaki ¢ogu sigirda BHBA, SYA diizeylerinden bagimsiz olarak artmasina
ragmen, erken laktasyondaki cogu sigirda SYA diizeyleriyle baglantili olarak
BHBA’in orantili artiglar1 belirlenmistir. Ozellikle erken laktasyonda, glukoz
diizeylerinin azaldig1 hayvanlarda plazma BHBA diizeyleri artmistir. Plazma asetat
diizeyleri BHBA diizeyleriyle pozitifiliskiliyken, glukoz diizeyleriyle iliskili olmadigi
tespit edilmistir. Yiiksek SYA diizeyi ve SY A/BHBA oraninin artmasi1 NEB’in oldugu
durumlarda gozlenmistir. Bu durum erken laktasyondaki ketojenezde SYA’lerinin

Onemini vurgulamaktadir (Sato ve ark., 1999).

Turk ve ark. (2013), SYA konsantrasyonunun dogum oncesi ilk haftada
artmaya bagladigini, buzagillamada ve dogum sonrasi dort haftaya kadar 0,4
mmol/L’nin iizerindeki degerlere eristigi, dogum sonrasi ikinci haftada ise maksimum
degerlere eristigini bildirmislerdir. Kuru donemde, SYA konsantrasyonunun
0,4mmol/L’nin {izerinde ve dogum sonrasi 0,6 mmol/L’nin iizerinde olmasinin
hastalik  riskinin artisiyla ilgili oldugu bildirilmistir.  Enerji  durumunu
degerlendirmede, SY A’lerine ilaveten diger 6nemli parametre karbonhidrat diizeyi
azaldiginda periferal dokulara enerji saglayan BHBA diizeyleridir. Ayrica, BHBA siit
yag sentezinde de kullanilir. BHBA konsantrasyonunun buzagilamada artmaya

basladigi, dogum sonras1 dort haftaya kadar énemli derecede arttigi ve dordiinci
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haftada 1.0 mmol/L pik deger verdigi gosterilmistir. Lipit mobilizasyonu, ozellikle
TG, total kolesterol ve HDL-kolesterolii igeren kan lipit konsantrasyonunu yansitir.
Trigliserit konsantrasyonu buzagilamada onemli Olgiide azalir ve laktasyonun
sekizinci haftasina kadar en diisiik konsantrasyonda seyreder. TG’deki azalma, dogum
sonrast SYA artisiyla iligkilidir ve bu iki parametre arasinda 6nemli bir ters iligki
vardir. Bu durum muhtemelen karacigerde TG birikimine ve siit yagi sentezi ve
sekresyonu i¢in meme bezleri tarafindan TG’lerin alinimina baglanmistir. Serum TG
konsantrasyonu, erken laktasyonda en diisiik konsantrasyonda ve kuru donemde de en
yiikksek konsantrasyondadir. Total kolesterol ve HDL-kolesterol konsantrasyonlari
doguma yakin donemde (kuru) 6nemli dlglide azaldig1 ve dogum Oncesi ilk haftada en
diisiik degerleri aldig: bildirilmistir. Bir diger ¢alismada (Khalphallah ve ark., 2016),
total kolesteroliin operasyon 6ncesi AD’li gruplarda onemli 6l¢iide azaldigi tespit

edilmistir.

Bizim ¢alismamizda da, erken laktasyondaki saglikli sigirlarda BHBA
konsantrasyonunun kuru doneme gore arttgi, aksine SY A konsantrasyonunun ise kuru
donem saglikli sigirlarda laktasyon donemine gore arttigi fakat bu artigin istatistiksel
olarak anlamli olmadig belirlenmistir. Ayrica, erken laktasyondaki saglikli sigirlarda
serum TG konsantrasyonunda kuru doneme gore 6nemsiz bir artis, total kolesterol ve
HDL kolesterol diizeylerinde ise 6nemli, LDL kolesterolde ise 6nemsiz bir artig tespit
edilmistir. Bu sonuglar da Turk ve ark. (2013)’nin sonuglariyla uyumludur. Bu durum
da, muhtemelen laktasyonla birlikte siit yag1 sentezi ve sekresyonunun artigina bagl

olabilir.

LDA’1 sigirlarda, kolesterol esteri ve fosfolipit konsantrasyonlarinda azalis,
SY A konsantrasyonunda artis belirlenmistir (Katoh, 2002). SYA’leri serum albumini
ile baglanarak karacigere taginir. Karacigere dahil olan SYA’leri TG’lere ¢evrilir ve
VLDL olarak salgilanir ya da alternatif olarak mitokondri ve preoksizomlarda okside
olur. Sigirlarda; ratlarda ve insanlardakinin aksine yag asidi sentezi karaciger yerine
adipoz dokuda gerceklesir. Bu nedenle VLDL olarak hepatik TG salgilama kabiliyeti
ruminant olmayanlar ile karsilastirildiginda sigirlarda oldukga diisiiktiir. Bu essiz

ozellik, kismen nigin yagl karacigerin siit sigirlart i¢in hayati bir durum oldugunu
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aciklar. SYA oksidasyonu i¢in hepatik aktivitenin ruminantlar ve non-ruminantlar
arasinda benzer oldugu goriiliir. Karaciger tarafindan alinan SY A’lerinin miktari, TG
olarak salgilanan ve karacigerde okside olan miktar1 asarsa, TG’ler karacigerde birikir
ve yagl karaciger gelisir. Sigirlarda, kolesterol ve fosfolipid konsantrasyonlari
insanlardakiyle benzer olmakla birlikte TG konsantrasyonu oldukga diistiktiir
(insanlardakinin yaklasik 1/10). Sinirli VLDL sekresyonuna ilaveten, diisik TG
konsantrasyonu lipid metabolizmasinda rumenin etkisini diisiindiiriir. Sigir
beslenmesinde lipit icerigi diisiiktiir (%5’°den az) ve temel enerji kaynagi ince barsaklar
tarafindan absorbe edilen doymus uzun zincirli yag asitlerinden ziyade rumende

tiretilen ugucu yag asitleridir.

Bizim caligmamizda, pre-op LDA’ll siirlarin SYA diizeylerinde saglikli
laktasyon donemi sigirlara gore 6nemsiz bir artis ve post-op10 LDA’l1 grupta ise tiim
hasta ve saglikli gruplara gére 6nemsiz bir artis tespit edildi. Diger ¢alismalarin aksine
SYA diizeyleri bakimindan tiim ¢aligma gruplari arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark belirlenememistir. Bu sonuglar, Markiewicz ve ark. (2009),’nin LDA ve
RDA’L sigirlarin, erken laktasyondaki kontrol grubuyla karsilastirildiginda yiiksek,
fakat istatistik olarak Onemsiz olarak belirledikleri SYA diizeyleri ile uyumlu
bulunmustur. Bu arastirmada sadece bilirubin ve kolesterol diizeylerinde anlamli
farkliliklar belirlenmistir. Bu durumda, SYA 06lc¢timlerinin c¢alisilan metot ve kitlere

bagli olarak daha degisken oldugu sonucuna varilabilir.

Qu ve ark. (2013), serum kolesteroliiniin kontrol ve LDA’l1 sigirlarda zamana
bagli olarak degistigini gostermislerdir. Kolesterol konsantrasyonunun dogum sonrasi
3. giine kadar iki grup arasinda benzer, fakat diger periyotlarda (dogum sonrasi 56.
giine kadar olan siireg) LDA’ll sigirlarda daha diigiik oldugunu tespit etmislerdir.
Ozellikle yiiksek dansiteli lipoproteinlerde (HDL) bulunan kolesterol, lipoprotein
konsantrasyonunun bir indikatoriidiir. Yagli beslenme ve besin kisitlamasi lipit
transportunu artirdig1 icin kolesterol konsantrasyonlar artar, oysa ates ve yangi-iliskili
hastaliklar, 6zellikle karaciger bozukluklari, lipit transportunu bozarak kolesterolii

azaltir. Khalphallah ve ark. (2016), total kolesteroliin operasyon oncesi AD’li
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gruplarda 6nemli 6l¢iide azaldigini ve bunun azalan besin alimina bagl oldugunu ileri

stirmiglerdir.

Sezer ve ark. (2012), operasyon dncesi ve sonrasi (24. saat ve 72. saat) LDA’I1
sigirlarda  serum kolesterol degerlerini fizyolojik smurlarin  (65-220mg/dl) alt
degerlerinde (76-82 mg/dl) belirlemisler ve bunun karaciger yaglanmasiyla ya da
anatomik degisiklik ve pankreas paransimindeki dolasim bozukluguyla iligkili
oldugunu vurgulamislardir. Ayni ¢alismada serum LDL degerlerinde gruplar arasinda
onemli bir degisim gozlenmemistir. Belirlenen LDL degerlerinin normal degerlerin
altinda oldugunu bildirmislerdir. Bunun da karaciger yaglanmasi ve VLDL’nin
LDL’ye doniisiimiiniin azalmasma bagli oldugunu belirtmislerdir. Serum HDL
degerleri de gruplar arasinda énemli farklilik géstermemis, fakat normal degerlerden
diisiik oldugu ve bunun da karaciger yaglanmastyla iligkili oldugu ifade edilmistir.
Operasyon dncesi ve sonrast LDA’l1 sigirlarda serum TG konsantrasyonu bakimindan
onemli bir fark tespit edilememistir. Ayrica, operasyon oncesi ve sonrasi sigirlarda
SYA degerleri normal degerlerden (0,35-0,70 mmol/L) yiiksek bulunmustur (1.07-
1.16 mmol/L). Bunun da enerji agig1 ve yaglarin mobilizasyonundan ileri geldigi
belirtilmistir. Serum BHBA degerlerinin LDA’I1 sigirlarda operasyon oncesi ve
operasyondan sonraki 24. saatte normal degerlerden yiiksek oldugu ve operasyon
sonrast 72. saate istatistiksel olarak Onemsiz de olsa azaldigi gozlenmistir.
Klevenhusen ve ark. (2015), da LDA’l sigirlarda SYA, SYA/kolesterol orani ve
BHBA konsantrasyonlarinin saglikli sigirlara gére onemli Olgiide arttigini, serum

kolesterol diizeylerinin ise degismedigini bildirmislerdir.

Calismamizda da, onceki ¢calismalarla uyumlu olarak BHBA diizeylerinin pre-
op LDA’l1 sigirlarda kontrol grubuna gore arttig1, operasyon sonrasi gruplarda giderek
azaldig1 ve post-op 10 LDA’l1 sigirlarda kontrol grubu seviyelerine diistiigii gozlendi.
Bu durum da, erken laktasyon donemindeki LDA’l1 sigirlarda, siit sekresyonu ve siit
yag1 sentezi igin enerji ihtiyacinin artmasi sonucu olusan NEB’e cevaben adipoz
dokudan lipit mobilizasyonu sonucu kanda en ¢ok bulunan keton cisimlerinden
BHBA in konsantrasyonunun artisiyla agiklanabilir. Boylece periferal dokularin enerji

ihtiyaci karsilanir. Post-op 10 LDA’l1 sigirlarda BHBAin kontrol grubu degerlere geri
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donmesi de tedavinin etkinliginin degerlendirmesi acisindan 6nemli bir bulgudur.
Benzer olarak, Antanaitis ve ark. (2014), LDA’l1 sigirlardan operasyon Oncesi,
operasyon sonrast 7, 14 ve 21. giinlerde serum BHBA konsantrasyonundaki
degisiklikleri tespit etmislerdir. Sonugta, LDA’l1 sigirlarda BHBA onsantrasyonlariin
kontrol sigirlarma gore yiliksek oldugunu ve operasyondan 21 giin sonra BHBA

diizeylerinde azalma gozlemlemislerdir.

Gegis donemi siirii idaresinde ve 6zellikle LDA riskine kars1 buzagilama 6ncesi
ilk haftada SYA konsantrasyonlarina, buzagilama sonrasi ilk hafta BHBA
konsantrasyonlarina odaklanilmasi gerektigi bildirilmistir (LeBlanc ve ark., 2005).
Sonuglarimiz da bunu destekler nitelikte olup, SYA’lerinden ziyade BHBA
konsantrasyonunun gecis donemi sigirlarda ve LDA’l1 sigirlarda etkili bir kontrol

parametresi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Durgut ve ark. (2016), AD’l1 sigirlarda, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
serum total kolesterol, HDL ve LDL kolesterol diizeylerinde 6nemli bir azalig, serum
TG diizeylerinde ise artis tespit etmislerdir. Seving ve ark. (2002), ise saglikli sigirlarla
karsilastirildiginda AD’li sigirlarda HDL-kolesterol diizeyinin azaldigini, LDL-
kolesterol, VLDL-kolesterol, TG ve glukoz diizeylerinde ise dnemli bir degisiklik
olmadigini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismamizda, serum total kolesterol, HDL ve LDL
kolesterol diizeyleri kontrol gruplariyla karsilastirildiginda pre-op LDA’l sigirlarda
onemli 6l¢iide azaldig1, TG diizeyinde ise 6nemsiz bir artma oldugu gozlendi. Post-op
10 LDA’l1 sigirlarda, total kolesterol, HDL ve LDL kolesteroliinde pre-op LDA’I1
sigirlara gore bir degisiklik gozlenmezken, TG diizeyinde 6nemli bir azalma gozlendi.
Post-op 10 LDA’l1 sigirlarda serum TG diizeyindeki bu azalma az da olsa serum SYA
konsantrasyonundaki artiga baglanabilir. Pre-op LDA’ll sigirlarda serum total
kolesterol, HDL ve LDL kolesterol diizeylerinin azalmasi lipoprotein
metabolizmasinin bozuldugunun gostergesidir. Ayrica post-op 10 LDA’l1 sigirlarda bu

lipit parametrelerinin hala normal degerlere donmemesi de dikkat ¢ekicidir.

Antanaitis ve ark. (2014), LDA’l1 sigirlarda AST konsantrasyonlarinin kontrol

sigirlarina gore arttigin1 ve operasyondan sonraki 21. gilinde azaldigimi tespit
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etmiglerdir. Seving ve ark. (2002), saglikli sigirlarla karsilastirildiginda AD’h
sigirlarda serum AST ve GGT diizeylerinin 6nemli 6l¢iide arttigin tespit etmislerdir.
Serum AST aktivitesi yagh karacigerle oldukega iliskilidir, fakat bu enzim hepatik
dokular i¢in spesifik degildir. GGT ise karaciger dokusuna ¢ok spesifiktir, fakat yaglh
karaciger ile bu enzimin iliskisi ¢ok yiiksek degildir. Boylece, GGT ve AST aktivite
tayini ve karaciger biyopsisinin AD’li sifirlarda  karaciger fonksiyonunu

degerlendirmede yararli olacagi sonucuna varmislardir.

Guzelbektes ve ark. (2010), AD’l1 sigirlarin serum AST aktivitesini saglikli
sigirlarla karsilastirdiklarinda 6nemli bir farklilik belirleyemezken, GGT aktivitesinin
LDA’l1 sigirlarda arttigini ortaya koymuslardir. Dezfouli ve ark. (2013), da LDA’l1
sigirlarda, kontrol grubuna gore serum AST aktivitesinde Onemli artig tespit
etmislerdir. Puppel ve Kuczynska (2016)’nin derleme makalelerinde GGT ve AST
konsantrasyonlarinin AD’l1 sigirlarda karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde
yararli oldugunu ve AD’l1 vakalarda bu iki parametrenin énemli artis sergiledigini
bildirmislerdir. Boylece, karaciger yaglanmasi1 ve karaciger hasariyla deplasmanin
iliskisinin dogrulandigin1 ifade etmislerdir. Ayrica, GGT, AST ve bilirubin
konsantrasyonlarinin dogru analizinin yapilabilmesi icin total kolesterol ve SYA
konsantrasyonlariyla baglantili olarak yorumlanmasi gerektigine de dikkat
cekmislerdir. Maden ve ark. (2012), LDA’l sigirlarda AST aktivitesinin, erken
laktasyondaki kontrol grubu sigirlara gore arttigimni, fakat GGT aktivitesinde bir

degisiklik olmadigini gozlemlemislerdir.

Klevenhusen ve ark. (2015), LDA’l1 sigirlarda serum karaciger enzimlerinden
AST, GGT ve GLDH’1n da 6nemli 6l¢iide ylikseldigini tespit etmislerdir. Serum GGT
ve GLDH artislar1 LDA’l1 sigirlarda, muhtemelen karaciger yaglanmasina yol agan
karaciger hiicre hasarma isaret edebilir. Ilaveten, AST aktivitesindeki artisin, kas
proteinlerinin mobilizasyonu ya da glukoz 6nciil molekiilii olan glikojenik amino
asitlerin salinimi i¢in proteinlerin yikimlanmasi sonucu oldugu tahmin edilmistir. Bu
durum LDA’lh sigirlarda diisiik siit protein konsantrasyonunun belirlenmesiyle
desteklenmistir. Van Winden ve ark. (2003), LDA’nin klinik teshisi 6ncesi 10 giin
boyunca, SYA, BHBA konsantrasyonu ve AST aktivitesinin LDA gelismeyen
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sigirlarla karsilastirildiginda dnemli dlglide arttigini gézlemlemislerdir. Bu preklinik
degisimlerin LDA’nin patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegini, fakat LDA ve
bu parametreler arasinda nedensel bir iligkinin olup olmadiginin kesin olmadigini
bildirmislerdir. Ayrica, dogum sonrasi sigirlarin NEB ile iliskili olan BHBA ve AST
aktivitelerinin LDA’nin gelisimini belirlemede kullanilabilecegini vurgulamislardir.
Kandaki AST aktivitesindeki artisin, glukoz prekiirsorii olarak glikojenik amino
asitleri serbestlestirmek ic¢in kaslardan proteinlerin mobilizasyonu sonucu oldugu

tahmin edilmektedir.

Yildiz ve ark. (2019), laktasyon doneminin ikinci haftasinda 189 sigir
Oorneginin metabolik profil test sonuglarini retrospektif olarak degerlendirmislerdir.
Kan BHBA seviyesi Immol/L’nin iistiinde olan hayvanlar (grup 1) ile Immol/L’den
diisiik olanlar (grup 2) karsilastinildiginda grup 1’in GGT, AST ve kalsiyum
diizeylerinin grup 2’den anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger
metabolik parametreler (BUN, fosfor, magnezyum, total protein ve Kkolesterol)
arasinda onemli farklilik bulunamamistir. BHBA diizeyinin glikoz ile negatif, AST ve
GG@T ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak BHBA degeri 1
mmol/L ve lizeri ¢iktig1 durumlarda karaciger ile iliskili hasar1 gosteren enzimlerin de

artmaya basladig1 gézlenmistir.

Mevcut ¢calismamizda da yukaridaki literatiirlerle uyumlu olarak serum AST
aktivitesinin pre-op LDA’l1 sigirlarda kontrol grubu sigirlara gore 6nemli Glgiide
arttig1 ve post-op 10 LDA’Ir sigirlarda azalarak kuru donem kontrol grubu degerlere
dondiigii, fakat laktasyon donemi kontrol grubuna gore yiiksek kaldigi gozlemlendi.
Serum GGT aktivitesi bakimindan ise tim LDA’l1 gruplarda saglikli kuru déoneme
gore artis tespit edilmesine ragmen, saglikli laktasyon donemi sigirlar ile LDA’I
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir artis belirlenemedi. Ayrica laktasyon
donemi saglikli sigirlarda GGT aktivitesi kuru donem saglikli sigirlara gore yiiksek
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Bu durum erken
laktasyon doneminde lipit mobilizasyonunun artmasina bagli olarak serum GGT
degerlerinin kuru doneme gore daha yiiksek olmasina baglanabilir. Ayrica,

Klevenhusen ve ark. (2015)’nin da belirttigi tizere, LDA’l1 sigirlarda serum GGT artisi
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muhtemelen karaciger yaglanmasina yol acan karaciger hiicre hasarina igaret edebilir.
Ilaveten, AST aktivitesindeki artisin, kas proteinlerinin mobilizasyonu ya da glukoz
onciil molekiilii olan glikojenik amino asitlerin salinimi i¢in proteinlerin yikimlanmasi
sonucu oldugu tahmin edilebilir. Bir bagka arastirmada (Imhasly ve ark., 2014), bu
karaciger enzimlerinin karaciger yaglanmasi i¢in spesifik olmadigini ve bu nedenle de
gecis donemi hastaliklarinin teshisini dogrulamada yetersiz oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, LDA’I sigirlarda AST ve GGT artisinin hepatik hasara, TG ve kolesterol
azalismin da karaciger fonksiyon bozukluguna ve bdylece protein ve lipit
metabolizmasinin zarar gordiigiine isaret etmektedir sonucu da ¢ikarilabilir (Ghazy ve
ark.,2016). Farid ve ark. (2013)’da yagh karacigerli sigirlarda serum AST, SYA,
BHBA, total bilirubin ve TG degerlerinin arttigini, T.kolesterol, HDL, VLDL, LDL,
fosfolipit ve albiimin degerlerinin ise azaldigin bildirmislerdir. Calismamizda, saglikli
ve LDA’ll sigirlarda analizi yapilan parametreler arasindaki iliski incelendiginde,
genel olarak gruplarda total kolesterol ile LDL kolesterolii’niin birbirini pozitif olarak
destekledigi goze carpmaktadir. Buna gore sigirlarda LDA ile karaciger yaglanmasinin

baglantili oldugu tekrar ifade edilebilir.

5.3. LDA’h Siit Sigirlarinda Operasyon Oncesi ve Sonrasi Lipit Parametreleri ve
Oksidatif Stres Parametreleri Arasindaki Iliski

Mudron ve ark. (1997), karaciger TG’1 >20mg olan LDA’l1 sigirlarda, AST ve
GLDH aktivitelerin ile serum SYA ve BHBA diizeylerindeki artisin karaciger
fonksiyon bozuklugunu yansittifina isaret etmislerdir. Ayrica karacigerde lipit
peroksidasyonunu MDA olusumuyla degerlendirmisler ve ¢alismalarinda karaciger
MDA ile TG diizeyleri arasinda pozitif korelasyon belirlemislerdir. Bizim
sonuglarimiza gore de, LDA’l1 sigirlarda TG diizeylerinde 6nemsiz de olsa bir artisla
birlikte serum MDA diizeyinde 6nemli bir artis tespit edilmistir. Ayrica LDA’l
sigirlarda, total kolesterol ve HDL kolesterolii azalirken MDA diizeylerinin arttig1

gozlenmistir.

Bu durum da SYA'’lerinin karaciger tarafindan aliminin artmasi sonucunda,

hiicre 6liimiine yol agan lipit peroksidasyonunun arttigin1 gostermektedir. Artan lipit
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peroksidasyonu da sigir karacigerinde TG birikimine bagli olabilir. Bunun sonucunda
da karacigerde lipoprotein metabolizmasi bozukluguna bagli olarak HDL ve LDL

kolesterolu de azalmaktadir.

S1g1r abomazum diiz kas hiicreleri (BSMCs) farkli konsantrasyonlarda BHBA
ile muamele edildiginde, endoplazmik retikulum ve mitokondriya aracilikli apoptotik
hiicre 6liimiinii tetikledigi ve ROS {iretimini artirdigt gozlemlenmistir. Bu durum da,
BHBA’le tetiklenen BSMCs’lerin apoptozisinin oksidatif strese duyarli hiicre
sinyalinin aktivasyonuyla ger¢eklestigi bilgisini dogrular. SOD ve CAT gibi
antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidan
molekiillerin diizeyleri ile lipit peroksidasyonu (MDA) degerlendirilmistir. Sonug
olarak, BHBA’in antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve GSH diizeylerini 6nemli
Olciide azaltirken, lipit peroksidasyonunu artirdigi ortaya konulmustur. Bu sonuglar,
oksidatif stresin BHBA’le tetiklenen apoptozisde rol oynadigini gostermistir (Tian ve
ark., 2014).

Bizim calismamizda da, bu calismayi destekler nitelikte pre-op LDA’h
sigirlarda BHBA konsantrasyonu artarken, TAS diizeyinin 6nemli dl¢lide azaldigy,
TOS’diizeyinin de istatistiksel olarak 6nemsiz de olsa arttig1 tespit edildi. TAS ve TOS
Olctimlerini destekler nitelikte pre-op LDA’l1 sigirlarda belirlenen spesifik oksidatif
stres belirteglerinden PON1/ARES’in (antioksidan) dnemli diizeyde azaldigi, MDA
(oksidan)’nin ise 6nemli Olglide arttig1 belirlendi. Ayrica, pre-op LDA’l1 sigirlarda
TOS ile AST arasinda pozitif, TAS ile AST arasinda da negatif korelasyon gozlendi.

Ilaveten, HDL ve total kolesterol ile TOS arasinda da negatif korelasyon belirlendi.

Degisen lipit metabolizmasi, artan SYA konsantrasyonu ve oksidatif stres;
ketozis, yagl karaciger ve AD gibi enerji iligkili metabolik hastaliklarin gelisimine
sebep olur. Bu hastaliklar genellikle, ketozis ve yagli yagl karacigere yol acan asir
lipolizisin bir sonucudur. Yag infiltrasyonu, amonyagi iireye c¢eviren karaciger
hiicrelerine zarar verir. Amonyak, karacigerin propiyonik asidi glukoza c¢evirme
kabiliyetini azaltir. Boylece karacigerde yag birikimine bagl glukoneogenez bozulur.

Karaciger fonksiyonlarinin TG birikimiyle zarar gérmesinin mekanizmalar1 tam
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olarak agiklanamamigtir. Muhtemelen, safra akisi ya da sekresyonunun azalmasi ve
oksidatif stresin artig1 bu mekanizmalarda etkili olabilir. Yagh karacigerin dnlenmesi
icin kritik zamanin buzagilama Oncesi ve sonrasi bir haftalik periyot oldugu
bildirilmistir. Bu donemde sigirlar yagh karaciger ve onunla iliskili hastaliklara ¢ok

duyarhidirlar (Vargova ve ark., 2013).

Farid ve ark.,(2013), yagh karaciger belirtecleri arasinda SYA, BHBA, AST
ve lipit profilinin elverigsli teshis parametreleri oldugunu ve PONI ile
kombinasyonunun da yiiksek duyarlilik ve spesifite kazandiracagini vurgulamislardir.
Mevcut ¢alismamizda, laktasyon donemi saglikli sigirlarda PON1/ARES ile total
kolesterol ve LDL kolesterol arasinda pozitif korelasyon tespit edildi. Bu sonuca gore
PON1/ARES laktasyon dénemi saglikli ineklerde 6nemli bir siirii tarama parametresi
olarak kullanilabilir. Ayrica, pre-op LDA’hL sigirlarda AST, GGT, BHBA
konsantrasyonlariin artisi, T.kolesterol, HDL ve LDL kolesterol azaliglarina ilaveten
PONI/ARES’in de azaldig1 gozlendi. Bu nedenle, PON1/ARES’in lipit profili ve
karaciger enzimleriyle baglantili oldugu ve yagh karaciger ile ona bagl gelisen

LDA’nin teshisinde destek parametrelerinden biri olabilecegi sonucuna varildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Mevcut caligmamizda, LDA’l sigirlarda (pre-op, post-op ve post-op 10) bazi
lipit mobilizasyon parametreleri ve oksidatif stres parametreleri saglikli kontrol grubu
(kuru ve erken laktasyon donemi) sigirlar ile karsilagtirilarak aragtirildi. Arastirmanin

sonugclar1 kisaca asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1- LDA’r ve kontrol grubu siit sigirlarinda oksidan durumu belirlemek igin,
arastirmalarda sik¢a kullanilan bir lipit peroksidasyon belirteci olan MDA ile heniiz
Veteriner Hekimligi alaninda yeni bir oksidan parametre olan TOS diizeyleri
belirlendi. Boylece, kullandigimiz TOS kitinin yerli tiretim (Rel Assay/Tilrkiye)
olmasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve kullaniminin da kolay olmasi sebebiyle MDA ile
karsilastirilarak dogrulugu ve pratikligi de arastirildi. Her iki parametre de pre-op
LDA’ll sigirlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda artis gosterdi. Fakat MDA
diizeylerindeki artigin istatistiksel olarak daha anlamli olmas1 ve post-op 10. giinde
azalarak kontrol degerlerine donmesi, MDA sonuglarini teshis ve tedavide daha etkin

konuma getirmektedir.

2- LDA’1 ve kontrol grubu siit sigirlarinda antioksidan durumu belirlemek i¢in
TAS diizeyi ve PONI1 aktiviteleri belirlendi. Her iki parametrede de Veteriner
Hekimlik alaninda ¢ok yeni ve calisilmaya agik belirteglerdir. Calismada, PON1 enzim
aktivite tayininde daha az toksik olan fenil asetat substratinin kullanildigi yerli
arilesteraz kiti (Rel Assay/Tiirkiye) tercih edildi. Ayrica, kullandigimiz kitdeki fenil
asetat substratinin insan, sig1ir, koyun ve kegiler de diisiik paraokson konsantrasyonlu
orneklerde aktivite azalmasi gostermeden sonug verdigi de bildirilmistir (Ceron ve ark.
2014). Sonug olarak, pre-op LDA’ll sigirlarda PON1/ARES aktivitesinin kontrol
gruplara gore onemli Olglide azaldig1 ve operasyon sonrasi da giderek arttigi, ayni
durumun TAS diizeylerinde de gecerli oldugu gozlendi. Buna gore, LDA’l1 sigirlarin
teshis ve tedavisine 151k tutmak amacl antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde

her iki parametrenin de elverisli oldugu soylenelebilir.

3- LDA’l1 ve kontrol grubu siit sigirlarinda, baslica serum biyokimyasal lipit

mobilizasyon parametreleri (TG, T.kolesterol, HDL, LDL kolesterol, SYA, BHBA,
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AST ve GGT) degerlendirildi. Pre-op LDA’l1 sigirlarda, serum TG, SYA, BHBA
diizeyleri ile AST ve GGT aktiviteleri kontrol gruplartyla karsilastirildiginda énemli
diizeyde artarken (sadece TG ve SYA artislan istatistiksel olarak Onemsiz), total
kolesterol, LDL ve HDL kolesterol diizeylerinin azaldig1 tespit edildi. Bu sonuglara
gore LDA’ll sigirlarda karaciger lipit, protein ve lipoprotein metabolizmasi

bozulmakta ve keton cisimlerinin Uiretimi artmaktadir.

4- LDA’lh ve kontrol grubu siit sigirlarinda serum biyokimyasal lipit ve
oksidatif stres parametreleri bir biitliin olarak degerlendirildiginde, total kolesterol,
HDL ve LDL kolesterol azalislarina, TG, SYA ve BHBA, GGT ve AST artislarina
TOS ve MDA artislar1 ile PON1/ARES ve TAS azalislarinin da eslik ettigi gozlendi.
Boylece, LDA’l1 sigirlarda oksidanlarin artmasi ve buna karsin antioksidanlarin da
azalmasi sonucu olusan oksidatif stresin lipit metabolizmasiyla iligkili oldugu

sonucuna varildi.

Elde edilen bu sonuglara gore, LDA’l1 siit sigirlarinda hastaligin teshis, tedavi
ve prognozunda lipit parametreleriyle birlikte TAS, TOS ve PON1/ARES gibi
oksidatif stres parametrelerin de kullanilabilecegi tespit edildi. Caligmamizin
Veteriner Hekimlik alaninda heniiz yeni ve arastirmaya agik olan bu oksidatif stres
parametreleri ile ilgili yapilacak daha kapsamli arastirmalara da onciiliik edecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica, kuru donem, erken laktasyon ve operasyon sonrasi gerek
yemlerle gerekse parenteral antioksidan takviyelerinin de hastaligin prognozunda ve

tedavisinde etkili olabilecegi goriisiindeyiz.
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