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ONSOZ

Yiiksek verimli stit¢li sigirlarin %35-50’1ik kismi1 dogumdan sonra metabolik
ve enfeksiyoz hastaliklardan etkilenirler. Abomazum deplasmani (AD) genellikle
laktasyon baslangicindaki siit¢ii  sigirlarda  ekonomik kayiplara sebep olan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Amerika’da abomazum deplasmani insidansi1 %3.5
olarak rapor edilmistir. Avrupa iilkelerinde de bu seviyeler civarindadir. Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Klinigine son 5 yilda
getirilen 2610 adet biiylikbas ¢iftlik hayvaninda tespit edilen abomazum deplasmani
oran1 %4,75’tir. Abomazum deplasmani vakalarinin %76,6’s1 sola, %23,4’li saga
abomazum deplasmanidir. Her abomazum deplasmani vakasinin teshis, medikal
tedavi ve post operatif bakim maliyeti ortalama 700 Amerikan Dolaridir. Onemli
ekonomik kayipla seyreden bu bozuklugun daha iyi anlasilabilmesi igin ulusal ve
uluslararas1 diizeyde birgok ¢aligma yapilmakla birlikte patogenezi halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu sebeple periparturient donemde sik karsilasilan Ketozis, yagli
karaciger sendromu, hipokalsemi ve abomazum deplasmani gibi iretim
hastaliklarinin metabolik arka planlarini aydinlatmak igin omik bilimleri 6nemli hale
gelmistir. Bu hastaliklarin kompleks patogenezini inceleyen ¢ok degiskenli ve genis
skalali omik (genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik) yaklagimlar,
organizmanin anlik biyokimyasal durumunu gosterebildigi gibi uzun siirede de belirli
molekiiler yolaklarin hastalik durumunda zamanla nasil degistigi hakkinda bilgi
verir. Omiklerden biri olan metabolomik ol¢timler, ¢esitli viicut sivi ve dokularindan
elde edilen metabolom profilleri ile abomazum deplasmanli sigirlarin metabolik

goriiniimiiniin daha iyi degerlendirilmesine katki saglayabilmektedir.

Bu ¢aligmada, abomazum deplasmanli siit¢ii sigirlarin metabolizmalarini
serum, idrar ve karaciger ekstraktlari lizerinden Niikleer Manyetik Rezonans bazli
metabolomik yaklagimla daha kapsamli degerlendirip, hastaligin patogenezini

aydinlatmaya katki saglamak hedeflenmistir.
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Abomazum Deplasmanh Siitcii Sigirlarda NMR Bazh Serum idrar Ve
Karaciger Metabolom Profili

Erdem GULERSOY
Veterinerlik i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dah
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Abomazum deplasmami (AD) siitgli sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan bir
hastaliktir. Bu projede AD’li siit¢ii sigirlarin metabolizmasi serum, idrar ve karaciger ekstraktlari

tizerinden NMR bazli metabolomik yaklasimla genis kapsamli olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢alismanin materyalini multiparous AD’li 50 Holstein siit¢ti sigir (42 LDA, 8 RDA) ve
klinik olarak saglikli multiparous 20 Holstein sigir olusturdu. Tiim gruplarin genel klinik muayeneleri
yapildi. AD teshisi anamnez, oskultasyonda Karakteristik ping sesi varligi, ultrason muayenesi ve
Liptak testi ile konuldu. Hasta grubu olusturan sigirlarin bazilarinda ketozis bulunmaktaydi. Tim
gruplardan hematolojik analizler i¢in coccygeal venadan heparinli ve K3-EDTA’Il tiiplere kan
ornekleri alindi. Kan 6rneklerinden biyokimyasal ve NMR bazli metabolomik profillendirmeler igin
serum Ornekleri elde edildi. Tim hayvanlardan idrar ornekleri steril, metal kateter ile; Karaciger
biyopsileri sag 11-12. interkostal araliktan Tru-cut biyopsi torakari ile alindi. Tim sigirlarin
hematolojik ve biyokimyasal analizleri ile birlikte NMR bazli metabolomik profillendirmeleri yapildi.
Glikoneojenik substratlar ve ketojenik amino asitlerle birlikte birgok yag asidi fraksiyonu ve
kolesterol metabolitleri, her serum, idrar ve karaciger ekstraktinda her iki veri seti (lipofilik ve

hidrofilik fraksiyonlar) kullanilarak identifiye ve kantifiye (opsiyonel birim) edildi.

Yapilan laboratuvar analizlerinde hasta gruplarda (hem LDA hem RDA) saglikli gruba gore
serum laktat, GGT, NEFA ve BHBA seviyelerinde artis gozlendi. Hasta gruplar arasinda LDA’I1
gruba goére RDA’l1 grupta laktat, BE ve CRP seviyelerinde 6nemli artis ve K ve Cl seviyesinde énemli
diigiis gozlendi. Diger parametrelerde farkliliklar gézlense de bunlar normal referans degerleri
icerisindeydi. Serum orneklerinde yapilan metabolomik profillendirme sonucu hasta gruplarda (hem
LDA hem RDA) saglikli gruba gore karnitin seviyesi yiiksek; hippiirat, 16ysin, izoldysin, tirozin,
trimetil amin N-oksit, valin, fenilalanin, treonin, alanin, glisin, glutamin ve prolin seviyeleri diigiiktii.

RDA’Il grupta 3-hidroksibiitirat, isopropanol ve asetat seviyesi LDA’l1 gruba gore daha yiiksekti.



Idrar 6rneklerinde yapilan metabolomik profillendirmede hasta gruplarda (hem LDA hem RDA)
saglikli gruba gore dimetilamin, kolin, kreatin ve laktat seviyeleri yiiksek; hippiirat ve trimetilamin N-
oksit seviyeleri ise disiktii. Saglikli gruba gére LDA’l1 grupta 3-hidroksi butirat ve 2-hidroksi 3-
metilvalerat seviyeleri, RDA’li grupta ise dimetilamin seviyesi yiiksekti. Karaciger biyopsi
orneklerinden yapilan metabolomik profillendirmede hasta gruplarda (hem LDA hem RDA) saglikl
gruba gore 2-hidroksi biitirat ve myoinostol seviyeleri yiiksek; glikoz seviyesi ise diisiikti. Bu

parametrelerdeki degisimler LDA’l1 grupta ¢ok daha anlamliydu.

AD’li sigirlarda serum Orneklerinde su ve yag bazli metabolitler diiserken, karaciger
orneklerinde yag asidi fraksiyonlar1 ve kolesterol metabolitleri artmistir. Yapilan metabolomik ve
biyokimyasal profillendirmeler ile AD’li (6zellikle LDA’l) sigirlarin ketozis ve yagh karaciger riski
altinda oldugu belirlendi. NMR bazli metabolom profillendirilmesi sonucu AD’li sigirlardaki farkli
viicut sivilar ve karaciger dokusunda metabolit degisimleri agik¢a ortaya kondu, biyokimyasal bir ag
ve yolak haritalamasi ile AD durumunda en olasi degigmis metabolik yolak olarak valin, 16ysin ve
izoldysin biyosentezi ile fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi belirlendi. Boylece hastalik
patogenezinin aydimlatilmasia katki saglandi. *H-NMR analizi igin optimal biyolojik matrisin serum

oldugu desteklendi.

Anahtar kelimeler: Abomazum deplasmani, Metabolom, Metabolomikler, NMR, Siit¢ti sigir
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SUMMARY
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NMR based Serum Urine and Liver Metabolome profile in Dairy Cows with
Displaced Abomasum

Erdem GULERSOY
Department of Internal Medicine
PhD THESIS / KONYA-2020

Abomasal displacement (AD) is a disease that causes significant economic losses in dairy
cattle. In this project, the metabolism of dairy cattle with AD was extensively evaluated by NMR-

based metabolomic approach over serum, urine and liver extracts.

The material of this study consisted of multiparous 50 Holstein dairy cattle (42 LDA, 8
RDA) with AD and multiparous 20 clinically healthy Holstein cattle. General clinical examinations of
all groups were performed. The diagnosis of AD was made by anamnesis, presence of characteristic
ping sound in auscultation, ultrasound examination and Liptak test. Some of the cattle in the patient
group had ketosis. Blood samples were taken from the coccygeal vein to heparinized and K3;-EDTA
tubes for hematological analysis. Serum samples were obtained from blood samples for NMR based
metabolomic and biochemical profilings. Urine samples from all animals were collected with a sterile
metal catheter; liver biopsies were collected from the right flank 11-12. intercostal space with Tru-cut
biopsy trocar. Hematological and biochemical analyzes with NMR based metabolomic profiling of all
cattle were performed. Many fatty acid fractions and cholesterol metabolites, together with
gluconeogenic substrates and ketogenic amino acids, were identified and quantified (optional units)

using both data sets (lipophilic and hydrophilic fractions) in each serum, urine and liver extract.

Increased serum lactate, GGT, NEFA and BHBA levels in the patient groups (both LDA and
RDA) compared to the healthy group were observed by laboratory analyses. Between the patient
groups, significant increases in lactate, BE and CRP levels and a significant decrease in K and Cl
levels were observed in the RDA group compared to the LDA group. Differences were observed in
other parameters, but these were within normal reference values. As a result of metabolomic profiling
in serum samples, carnitine levels were high; hippurate, leucine, isoleucine, tyrosine, trimethyl amine
N-oxide, valine, phenylalanine, threonine, alanine, glycine, glutamine and proline levels were low in

the patient group (both LDA and RDA) compared to healthy group. In RDA group, 3-

Xii



hydroxybutyrate, isopropanol and acetate levels were higher than LDA group. Metabolomic profiling
of urine samples showed high levels of dimethylamine, choline, creatine and lactate, and lower levels
of hippurate and trimethylamine N-oxide in the patient groups (both LDA and RDA) compared to the
healthy group. Compared to the healthy group, 3-hydroxy butyrate and 2-hydroxy 3-methylvalerate
levels were higher in the LDA group and dimethylamine was higher in the RDA group. Metabolomic
profiling of liver biopsy samples showed high levels of 2-hydroxybutyrate and myoinostole and lower
glucose levels in the patient groups (both LDA and RDA) compared to the healthy group. The change

in these parameters was much more significant in LDA group.

In cattle with AD, serum and water-based metabolites decreased in serum samples, while
fatty acid fractions and cholesterol metabolites increased in liver samples. The metabolomic and
biochemical profiles determined that cattle with AD (especially LDA) were at risk of ketosis and fatty
liver. As a result of NMR-based metabolome profiling, metabolite changes in different body fluids
and liver tissue in cattle with AD were clearly demonstrated and contributed to the elucidation of
disease pathogenesis. With biochemical network and pathway mapping, valine, leucine and isoleucine
biosynthesis with phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis were determined as the most
likely altered metabolic pathway in AD status. Thus, contribution was made to elucidate the
pathogenesis of the disease. It was supported that the optimal biological matrix was serum for *H-

NMR analysis.

Key words: Dairy cow, Displaced abomasum, Metabolome, Metabolomics, NMR
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1. GIRIS

Yiksek verimli siit¢ii sigirlarin %35-50’si dogumu takiben metabolik ve
enfeksiyoz hastaliklardan etkilenmektedir. AD, siit¢ii sigirlarin genellikle erken
laktasyon doneminde goriilen multifaktoriyel bir bozukluktur ve 6zellikle Holstein
ki siitcii sigirlarin predispoze oldugu bir hastaliktir. Cogu AD vakasi hipokalsemi,
ketozis ve yagh karaciger sendromu gibi metabolik ve iiretim hastaliklar1 ile birlikte
seyreder (Doll 2015, Zerbin ve ark 2015). Ulkeden iilkeye farklilik gdsteren AD
insidans1 Amerika’da siit¢li sigir siiriilerinde yaklasik %3,5 olarak belirlenmistir
(NAHMS-USDA 2017). Avrupa iilkelerinde de bu seviyeler civarindadir. Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Klinigine son 5 yilda
getirilen 2610 adet biiyiikbas ciftlik hayvaninda abomazum deplasmani1 vakalari
orani %4,75’tir. Bu vakalarin %76,6’s1 sola, %23,4’1i saga abomazum deplasmandir.
Her AD vakasi i¢in yapilan teshis, tedavi ve korunma masraflarinin ortalama 700

dolarlik ekonomik kayba sebep oldugu rapor edilmistir (McArt ve ark 2015).

Hastaligin patogenezini anlamak i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmakla birlikte
halen patogenez tam olarak aydinlatilamamistir (Sickinger 2017). Her AD vakasi igin
yapilan tani, medikal tedavi, cerrahi metot ve tedavi sonrasi sonuglar, siirii bazinda,
cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Sevinc ve ark 2002, Civelek ve ark
2006, Sen ve ark 2006, Hamana ve ark 2010, Constable ve ark 2013, Doll 2015,
Zerbin ve ark 2015, Caixeta ve ark 2018). Siit¢ii sigirlarda omik bilimleri yeni
nutrisyonel, genetik ve bakim stratejileri gelistirmeyi hedefleyen teknik araglar
olarak tercih edilmektedir. Bunlarm uygulanmasinda onlarin avantajlar1  ve
sinirhiliklart hala maliyet, tekrarlanabilirlik ve verimliliklerine baglidir. Bu yiizden
bazi teknik veya ekonomik zorluklar olsa da omiklerin entegrasyonu peripartum
hastaliklarinin daha iyi anlasilmasinda 6nemlidir. Cilinkii bunlar, metabolik yolaklar
ve siit veriminde nutrisyonel bakim mekanizmalarinin regiilasyonunda yer alan
anahtar genlerin, proteinlerin ve metabolitlerin kesifini kolaylastirir (Li ve ark 2017).
Proteomikler ve metabolomikler siit, kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda ve
dokularda protein ve metabolit varligini karakterize etmek icin kullanilan degerli
tekniklerdir (Takis ve ark 2018). Bu tez ¢aligmasinda abomazum deplasmani vakalari
serum, idrar ve karaciger Orneklerinde 700 MHz’lik NMR spektroskopisi

kullanilarak daha genis kapsamli olarak degerlendirilmistir.



1.1.  Gegis Donemi

Stitcli sigirlarda dogum Oncesi Ui hafta ile dogum sonrasi ii¢ hafta
periparturient donem ya da ge¢is donemi olarak adlandirilir (Sevinc ve Basoglu
2011). Bu donemde rasyon degisimi, tekrar gruplandirma gibi ¢evresel faktorlerle
birlikte dogum ve laktasyon baslangici ile iligkili pek¢ok fizyolojik adaptasyon
gecirilir (Mills ve ark 2019). Barinma, besleme ve yonetimdeki diger degisimler
yiiksek verimli siit¢ii sigirlarda fizyolojik degisimlere ek olan stres faktorleridir.
Gebeligin son ii¢ aylik doneminde hem fetiis hem de meme dokusu maksimum
oranda biiyiir. Gegis donemindeki siit¢ii sigirlarda, 6zellike erken laktasyondaki
yiiksek verimli siit¢ii sigirlarda, artan enerji ihtiyaci ve diisiikk kuru madde alimindan
dolay1 NEB gelisir (Piras ve ark 2019). Siddetli NEB, metabolik bozukluklara kars1
sigirlar1 daha hassas hale getirir. Bu durumda enerji ihtiyacini karsilamak igin adipoz
doku mobilize olur. Ruminantlarda, bitkisel karbonhidratlardan gelen glikoz 6n
midelerdeki fermantasyon sebebi ile ince barsaklara zor ulastigindan enerji
metabolizmalar1  glikoneogenezise baghidir. Ana  glikoneogenetik  bilesen
propiyonattir. Ozellikle meme bezi laktoz iiretmek icin biiyilkk miktarda glikoza
ihtiyag duyar. Diger organlarin aksine meme bezinin glikoz alimi insulinden
bagimsizdir. Kaslarda ve adipoz dokuda insulin sensitivitesinin azalmasi glikozun
dogrudan meme bezi tarafindan kullanilmasina sebep olur. Lipoliz artisi, yag
asitlerinin enerji substrat1 ve siit yagi tiretimi igin kullanimini saglar. Lipoliz orani
karaciger kapasitesini asarsa yagli karaciger sendromu ve ketozis geligebilir. Ketozis,
ozellikle subklinik ketozis, siit¢ii sigirlarda retensiyo sekundinarum ve metritis ile
birlikte olduk¢a yaygindir. Asir1 yag asitleri karacigerde tekrar esterlesebilir ve
trigliserit olarak depo edilebilirse de ruminantlarda bunlarin dolagima aktarilmasi
VLDL kapasitesine baghdir (Wang 2016).

1.2.  Gegcis Donemi Hastaliklari

Siitcli sigirlarda gecis donemi hastaliklarinin risk faktorleri, hayvanin enerji
durumu hakkinda bilgi veren bazi biyobelirteg testleri, saglik kayitlari, gida alimu,
BCS ve siit veriminin degerlendirilmesi ile belirlenir (Wisnieski ve ark 2019).
Hipokalsemi, ketozis, yagl karaciger sendromu ve AD, dogumdan sonraki ilk

haftalarda gelisir ve siit¢ii sigirlarda enerji metabolizmasi ile iliskili metabolik



bozukluklar olarak tanimlanirlar. Yiiksek siit verimi, birden fazla dogum, dogum
sirasinda yiiksek BCS ve diger hastaliklar (ketozis, yagl karaciger sendromu gibi)
AD ile iligkilidir. Kuru dénemde asir1 konsantre yem ile besleme ve yiiksek BCS,
AD ve ketozis riskini arttirir. Mevsimsel faktorler de bu hastaliklarla iliskilidir.
Ornegin kis aylarinda hastalik gelisim riski, yaz aylarina gore daha yiiksektir. Ayrica
iklim sartlarinin degisimi de AD gelisim riski ile iliskilidir. Tablo 1.1’de ¢esitli
arastirmacilar tarafindan normal ve yiiksek siit verimli siit¢ii sigir siiriilerinde tiretim
hastaliklarinin insidans ortalamalar1 ve sapmalar1 verilmistir (Jordan ve Fourdraine

1993, Kelton ve ark 1998, Ingvartsen ve ark 2003).

Tablo 1.1. Normal (Kelton ve ark 1998, Ingvartsen ve ark 2003) ve yiiksek (Jordan ve
Fourdraine 1993) verimli siitcii sigir siiriilerinde (Inek basia yillik ortalama 11.000 kg siit)
iiretim hastaliklarinin insidans ortalamalar1 ve sapmalari.

Hastalik Ingvartsen ve ark (2003)  Kelton ve ark (1998) Jordan ve Fourdraine (1993)
Hipokalsemi %4.6 (%0.2-8.9) n=17 %6.5 (%0.03-22.3) n=833  %7.2 (%0-44.1) n=61
Ketozis %4.1 (%1.6-10) n=17 %4.8 (%1.3-18.3) n=36 %3.7 (%0-20) n=61
Abomazum %2.1(%0.6-6.3) n=10 %1.7 (%0.3-6.3) n=22 %3.3 (%0-14) n=61
deplasmam

Ayak/bacak %14.7(%1.8-60) n=7 %7 (%1.8-30) =39

hastaliklar:

Retensiyo %7.8(%3.1-13) n=13 %8.6 (%1.3-39.2) n=50 %9 (%0-22.6) n=61
sekundinarum

Ovaryum kistleri ~ %8.9 (%3.1-12.4) n=14 %8 (%1-16.1) n=44 %13.5 (%0-58.8) n=61
Uterus %10.8 (%2.2-43.8) n=16  %10.1 (%2.2-37.3) n=43  %12.8 (%0-66) n=61
enfeksiyonu

Mastitis %17.6 (%2.8-39) n=25 %14.2 (%1.7-54.6) n=62

1.2.1. Abomazum Deplasmani

Abomazum deplasmani, normalde abdominal boslukta rumenin ventralinde
bulunan abomazumun gaz birikimi sonucu saga veya sola deplase oldugu
multifaktoriyel bir hastaliktir. Abomazum deplasmani tiim sigir tiplerinde rastlansa
da en ¢ok 4-7 yas aras1 ve Ozellikle erken laktasyondaki yiiksek verimli siitgii
sigirlarda goriiliir (Constable ve ark 1992). Hastalik dogumu takiben gelisebilir, fakat
vakalarin %80 — 90’1 dogum sonrasi ilk 4 haftada gorilir (Erb ve ark 1984,
Constable ve ark 1992, Pehrson ve Shaver 1992).

AD durumunda barsaklara icerik gegisi, kismi veya tam bloke olur. AD, siitcii
sigirlarda anoreksi, kolik ve hatta 6liime sebep olabilir, ayrica yiiksek verimli siitgii
sigirlarda diistik fertiliteye, siit veriminde diistise Ve ineklerin yiiksek oranda siiriiden

¢ikarilimina neden olur (Guo ve ark 2019).



1.2.1.1. Insidans ve Risk Faktorleri

Danimarka’da siit¢li sigirlarda yapilmis bir ¢alismada LDA’nin insidans riski
%0,2-1,6 sapma ile %0,6 olarak belirlenmistir (Hesselholt ve Grymer 1979). Daha
sonraki raporlarda Danimarka Sigir Veritabani verilerine gore insidans %1,3 olarak
rapor edilmistir (Blom 1993). Kuzey Amerika’da yapilan g¢aligmalarda, entansif
besleme sistemlerinde AD insidans riskinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.
Kanada’da AD insidans riski %2 olarak bildirilirken (Geishauser ve ark 1997),
Amerika’da yiiksek verimli siit¢ii sigir siiriilerinde insidans riskinin %3,3 (Jordan ve
Fourdraine 1993) ve %5 (Pehrson ve Shaver 1992) oldugu ortaya konmustur. Siiriiler
arasindaki varyasyon farklidir. AD’nin 6nemli bir siirii problemi oldugunu bildiren
Amerikan c¢alismalarinda insidans varyasyonu %0-14 (Jordan ve Fourdraine 1993)
ve % 0-21,7 (Pehrson ve Shaver 1992) olarak rapor edilmistir. Et¢i sigirlara gére AD
siklikla stit¢ii sigirlarda gozlenir (Constable ve ark 1992). AD gelisimi irklar arasinda
farklilik gosterir ve en ¢ok risk altinda bulunan irklar sirasiyla Brown Swiss, Holstein
ve Guernsey’dir (Constable ve ark 1992, Geishauser 1995). AD prevalansindaki bu
degisiklikler bu irklarin abomazal duvarinda bulunan vazoaktif intestinal polipeptid,
P substant1 ve norofilament 200°deki yapisal farkliliklar ile agiklanmistir (Sickinger
ve ark 2008, Sen ve ark 2015). Siit veriminin AD riski lzerine etkisi, ¢alismalar

arasinda farklilik gosterdiginden tam olarak belirlenmemistir (Geishauser 1995).

Deplasman vakalarinda LDA’nin yaklagik insidanst %85’tir (Geishauser
1995). Norveg’te siit¢ii sig1r siiriilerinde yapilan ¢aligmalarda olgularin %88’ LDA,
%]12’st RDA olarak rapor edilmistir (Radostits ve ark 2000). Benzer sekilde
Amerika’da AD vakalarinin  %86’sinin  LDA, %]14’lniin ise RDA oldugu
bildirilmistir (Constable ve ark 1992).

Risk faktorleri arasinda en Onemlileri beslenme ve bakim sartlaridir
(Geishauser 1995, Shaver 1997). Doguma yakin gida alimindaki diisiis (Ingvartsen
ve Andersen 2000) normal olarak kabul edilse de bu durum AD gelisimi bakimindan
onemli bir risk faktoriidiir (Constable ve ark 1992). Prepartum yiiksek NEB ve
yiiksek plazma NEFA konsantrasyonu, LDA gelisim riskini arttirir (Cameron ve ark
1998). Ayrica siitcli sigirlarda yapilan bir ¢caligmada, AD gelisimi i¢in 6nemli risk
faktorlerinin; yiliksek BCS, kotli besleme sartlari, kuru donem sigirlar1 i¢in yiiksek

enerjili rasyon (>1,65 Mcal NEL/kg kuru madde) verilmesi ve siit verimi igin yiiksek
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genetik potansiyel oldugu bildirilmistir (Cameron ve ark 1998). Gebelik sonu ve
laktasyon baslangicinda konsantre:kaba yem oranindaki artis AD gelisim riskini
arttirir. Yapilan bir ¢calismada doguma 4 hafta kala sigirlar enerji yoniinden zengin
rasyona gecirilmis ve bu ani rasyon gecisinin AD yoniinden risk faktorii oldugu

bildirilmistir (Coppock ve ark 1972).

Dogumdan onceki 2-3. haftalarda sigirlarin laktasyon dénemine adaptasyon
i¢in ihtiya¢ duyacaklar1 besin gereksinimlerini karsilamak amaciyla rasyonda besin
kaynagi artis1 yapilmasi onerilmektedir. Yapilan caligmalarda kuru dénemin son 3
haftasinda tahmin edilen enerji aliminin yiiksek olusu, metabolik ve iiretim
hastaliklari ile birlikte giic dogum ve LDA riskini azaltirken (Curtis ve ark 1985),
konsantre yem orani artiginin ise AD olusum riskini arttirdig1 (Correa ve ark 1990)
bildirilmigtir. AD gelisim riskindeki farkliliklar, degisik besleme stratejileri ve
degisik besin kaynaklari ile agiklanabilir. Periparturient donemde gida alimi diisiik
oldugundan uygun rasyonla beslenmeyen siiriilerde rasyonda konsantre:kaba yem
orani nispeten yiiksek olabilir (Ingvartsen ve Andersen 2000). Erken laktasyon
doneminde rasyonda konsantre yemin ani artist kaba yem tiiketimini diisiiriir
(Ingvartsen ve ark 2001). Rasyondaki bazi yemler AD gelisim riskini arttirabilir.
Samanla besleme ile karsilastirildigina silaj ile besleme, AD gelisim riskinin 2-3 kat
arttirir (Zamet ve ark 1979, Nocek ve ark 1983). AD gelisim riski bakimindan silaj
ile saman arasindaki fark muhtemelen silajin daha ince kiyilmis olmasidir. AD
gelisim riski tlizerine Silaj uzunlugunun 6nemi daha 6nceden arastirilmamis olsa da
yonca samaninin ogiitiilmiis olusu AD gelisim riskini arttirir (Dawson ve ark 1992).
Danimarka ¢aligmalart lifli gida kaynagi olarak sadece ince kiyilmig musir silaji
kullaniminin, erken laktasyondaki sigirlarda AD geligim riskini arttirdig1 ve bu riskin
sigir basina 1 kilogram saman ile elimine edilebilecegi rapor edilmistir. Yetersiz alan
ve besleme durumunda sigirlar arasi rekabet, kaba yem alimimi disiirir ve AD

gelisimi i¢in 6nemli risk faktorleridir (Constable ve ark 1992).

Diger iiretim hastaliklar1 da AD gelisimi i¢in risk faktorleri olarak rapor
edilmistir (Geishauser 1995, Guard 1996, Radostits ve ark 2000). AD, yagh
karaciger sendromu ile es zamanli olarak geligse de bu iki hastalik arasindaki iligki
net olarak aydmlatilamamigtir (Herdt ve ark 1982, Holtenius ve Niskanen 1985,

Taguchi ve ark 1992). AD gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak bildirilmis olan



ketozisin (Curtis ve ark 1985, Markusfeld 1987, Erb ve Grohn 1988, Grohn ve ark
1995) AD ile birlikte seyrettigi belirtilmektedir (Pehrson ve Shaver 1992, Constable
ve ark 1992). Benzer sekilde, hipokalsemi de AD ile birlikte seyredebilir (Willeberg
ve ark 1982, Markusfeld 1986; Pehrson and Shaver 1992, Massey ve ark 1993).
Bunu destekleyecek sekilde, kalsiyum kloriir ile yapilan hipokalsemiden koruyucu

tedavinin AD gelisim riskini de azalttig1 rapor edilmistir (Oetzel 1996).

1.2.1.2. Etiyoloji ve Fizyopatoloji

Etiyoloji ve fizyopatoloji tlizerine yapilmis Onceki c¢alismalarda AD
gelisiminin sebebi tam olarak aydmnlatilamamistir (Svendsen 1969, Geishauser
1995). AD gelisimi i¢in ¢esitli O6n faktorlerin gerektigi bilinmektedir. Bu 6n
faktorlerden biri, gaz ile dilate olmus abomazum ve abomazal atonidir (Constable ve
ark 1992). Gazin bir kismi1 ruminal bikarbonatin hidroklorik asit ile etkilesimi sonucu
abomazumda, bir kism1 da rumende firetilir (Sarashina ve ark 1990). Bir diger faktor
de mezenteriyumun abomazumun yer degistirmesine imkan saglayacak kadar
gerilebilmesidir. Diger bir faktor ise fazla abdominal bosluk olusumudur. Dogumla
birlikte gida aliminda azalmaya bagli olarak abdominal bosluk degisir (Ingvartsen ve
Andersen 2000). Eger rumen normal pozisyonu olan abdomenin ventralinde
bulunmazsa abomazum rumenin altindan kayar ve AD gelisir. Gerilmis
mezenteriyum, gaz birikimi, abomazal dilatasyon ve genislemis abdominal bosluk,
AD gelisimi i¢in gereken On sartlardir. Abomazumda atoniye ve azalmis motiliteye
sebep olan durumlar halen tam olarak aydinlatilamamustir. Olasi faktorlerden biri
doguma yakin gelisen hipokalsemidir. Abomazal kontraktilitede diisiise sebep olan
hipokalsemi, abomazal dilatasyon ve atoni gelisimine yol agar (Daniel 1983, Massey
ve ark 1993). Benzer sekilde abomazumdaki ugucu yag asitlerinin de abomazal

motiliteyi diisiirdiigii rapor edilmistir (Breukink 2003).

Laktasyona gecisi kolaylastiran etkili yonetim stratejileri, AD profilaksisini
dogrudan etkiler. Siit¢ii sigirlarda AD insidansini diisiiren besleme ydnetimi bir
onceki laktasyonun son donemlerinde ve kuru donemde baslamalidir. Uzun sapli ve
kabaca dogranmis silajla besleme dogum oncesi enerji alimim kisitlar ve dengeli
BCS olusumu saglar (Caixeta ve ark 2018). Siit¢ii sigirlarda yapilan c¢aligmalarda

rapor edilen AD gelisim mekanizmasi rumende kaba yem yetersizligi ve kontanstre



yem partikiillerinin rumenin ventralinde veya retikulumda birikip fermente olmasi
seklinde tanimlanmistir (Shaver 1997). Rumenin ventral kisminda iiretilen ugucu yag
asitleri, rumen tarafindan absorbe edilmeden abomazuma gegerse abomazal motilite

diiser. Sekil 1.1°de AD gelisiminin ¢oklu etiyolojik faktorleri sematize edilmistir.
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Sekil 1.1. Abomazum deplasmani i¢in ¢oklu etiyolojik faktorlerin sematik ifadesi

(Caixeta ve ark 2018).

1.2.1.3. Klinik ve Laboratuvar Bulgular:

AD’li sigirlarin klinik muayenesinde durgunluk, istah kaybi, siit veriminde
ani disis, ketotik solunum havasi, digkida azalma ve bazen diyare goriiliir. Viicut
sicakligl normaldir, nabiz ve solunum sayisinda artig goriilebilir. Olgularda mastitis,
metritis, retensiyo sekundinarum gibi hastaliklarda gelismigse nétrofiliyi takip eden
16kositozis belirlenir. Ayrica AD’li sigirlarin  oskultasyon ve perkusyonunda
karakteristik ping sesi ve abdominal balotmanda galkant1 sesi alinir (LeBlanc 2010).
RDA’l sigirlarda deplase olmus abomazum ultrasonografik muayenede sag 8 ile 12.
interkostal araliktan, diffiiz ekojenik kesikli ¢izgiler seklinde hipoekojenik yapida,

reverberasyon artefakti ile karakterize sekilde goriiliir. Reverbasyon artefaktlar



abdomen duvarina paralel ekojenik ¢izgiler seklindedir (Ok ve ark 2002, Braun ve
Feller 2008). LDA’l1 sigirlarin rektal palpasyonunda rumen normale gore daha
medialde hissedilir (Ismael ve ark 2018). LDA’ln sigirlarin ultrasonografik
muayenesi sol 9 ile 12. interkostal araliktan yapilir ve goriintii reverberasyon
artefakt: ile karakterizedir. Abomazal igerik hiperekoik noktalar ile birlikte homojen
hipoekoik sivi seklinde, genellike 9 ile 12. interkostal araligin ventral bolgesinden

goriintiilenir (Ok ve ark 2002, Li ve ark 2018).

AD’li sigirlardan elde edilen kan serumunun biyokimyasal analizinde serum
kalsiyum, inorganik fosfor, sodyum, potasyum, klor, glikoz, total protein, albumin,
globiilin, kolesterol ve trigliserit seviyeleri saglikli sigirlara goére onemli Olgiide
diisiiktiir. LDA’I1 siitgli sigirlarda yaplan bir ¢alismada anormal lipid biyokimyasi
(diistik serum trigliserit, kolesterol ve lipoprotein konsantrasyonu) bulunanlarin
serum ApoB100 konsantrasyonlariin diisiik oldugu rapor edilmistir (Civelek ve ark
2006). Serum fosfor konsantrasyonundaki 6nemli diisiis, intraseliiler fosfor girigini
engelleyen metabolik alkaloza bagli olabilir. Genel olarak, LDA vakalarindaki
sodyum, potasyum ve klorun Onemli olgide diisiisii; asit-baz bozukluguna,
anoreksiye ve gecis bozuklugu ile birlikte genel durum bozukluguna baghdir.
Hipokloremi, abomazuma sekresyonu devam eden klor iyonlariin, pilorik stenoz
veya obstriiksyona bagli olarak rumene doniisii ve buradan omazal kanal boyunca
refliiksiiniin gergeklesmesi sonucu olusur. Ayrica AD’li sigirlarda gozlenen siddetli
hiponatremi, duedeno-abomazal reflilkks ve endotoksemiye bagli metabolik asit-baz
bozukluguna baglidir (Geishauser ve Seeh 1996, Ohtsuka ve ark 1997, Ismael ve ark
2018).

AD’li siitgli sigirlarin postpartum serum ve periton sivilarinda akut-faz
proteinleri ve oksidatif stres indikatorlerini degerlendiren bir ¢alismada, saglikli
sigirlara gore RDA’l1 sigirlarin serum haptoglobin, serum amiloid A, malondialdehit,
adenozin deaminaz, myeloperoksidaz, aspartat aminotransferaz, kreatin kinaz ve
gama glutamil transferaz seviyeleri yiliksek tespit edilmistir. LDA’l1 sigirlarda ise
benzer sekilde serum haptoglobin, malondialdehit, adenozin deaminaz,
myeloperoksidaz ve aspartat aminotransferaz seviyeleri yiiksek olarak tespit
edilmistir. Periton sivi analizinde ise saglikli sigirlarla karsilastirildiginda sadece

LDA’lin  sigirlarda  haptoglobin, malondialdehit,  adenozin  deaminaz,



myeloperoksidaz, alkalen fosfataz, gama glutamil transferaz ve laktat dehidrogenaz
seviyeleri yiiksek tespit edilmistir (Maden ve ark 2012). Guzelbektes ve arkadaslari
(2010), AD’li sigirlarda serum amiloid A ve haptoglobin artiglarinin hepatik

lipidozisin varligina isaret edebildigini bildirmislerdir.

Dogumdan sonraki birinci ve ikinci haftalarda NEFA, BHBA ve kalsiyum
konsantrasyonlariin 6l¢iimii, stirii sagligi hakkinda faydali bilgiler saglar. Yiiksek
NEFA (>0,4 mmol/L) ve BHBA konsantrasyonlar1 (>1,2 mmol/L) ketozis ve
abomazum deplasmani gelisimi i¢in risk faktorleri olarak bilinmektedir. NEFA
Ol¢timii daha iyi bir 6n tan1 parametresi olmasina ragmen BHBA &l¢iimii kolay ve
ucuz olmasi sebebi ile tercih edilebilir. Ayrica NEFA konsantrasyonundaki degisim
BCS kaybim1 da yansitir (LeBlanc 2010). Kisaca, AD’li siit¢ii sigirlarda,
endotoksemi, NEB ve yagl karaciger sendromunun patolojik etkilerinin glikoz ve
lipid metabolizmasinda olusturdugu uzun siireli bozukluk yiikksek BHBA

konsantrasyonu ile sonuglanir (Itoh ve ark 1998, Ismael ve ark 2018).

AD’li sigirlarda hematolojik 6lgtimlerde PCV, MCH, MCHC ve hemoglobin
konsantrasyonlarinda artis gozlenir. Bu degisimler, abomazumdan duodenuma sivi
transferinin blokajina baghdir. AD’li sigirlarda serum BHBA, AST, ALT, BUN ve
kreatininin konsantrasyonlar1 yiiksektir. Sevinc ve arkadaslar1 (2002), AD’li
sigirlarda serum AST ve GGT seviyelerinin yiiksek, HDL-kolesterol seviyesinin
diisiik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica AD gelismis siit¢li sigirlarda yapilan bir
calismada sigirlarda oksidatif strese bagli serum TAC disik, NO ve MDA

seviyelerinin ise yiiksek oldugu rapor edilmistir (Ismael ve ark 2018).

1.2.  Omik Bilimleri

Omik kelimesi biyolojik bilimlerde genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik gibi -omiklerle biten bir ¢alisma alanini ifade eder. -om eki, sirasiyla
genom, proteom, transkriptom veya metabolom gibi bu alanlarin ¢aligma konularini
ifade etmek i¢in kullanilir. Daha spesifik olarak genomik, genomlarin yapisini,
fonksiyonunu, degisimini ve haritalamasini inceleyen ve enzimlerin ve haberci
molekiillerin yardimiyla proteinlerin {iretimini yonlendiren genlerin karakterizasyonu
ve kantifikasyonunu amaglayan bilimdir. Transkriptom, bir hiicre, doku veya

organizmadaki tim mRNA molekiillerinin dizisidir. Molekiiler tanimlama



bakimindan her bir RNA molekiiliiniin miktar veya konsantrasyonunu igerir.
Proteom terimi ise bir hiicre, doku veya oganizmadaki tim proteinleri kapsar.
Proteomik, bu proteinlerin biyokimyasal 6zellikleri, fonksiyonel rolleri, miktarlari,
modifikasyonlar1 ve yapilarinin biliylime sirasinda veya i¢ ve dis uyaranlara yanit
olarak nasil degistigini inceleyen bilimdir. Metabolom bir hiicre, doku veya
organizmadaki hiicresel prosesin son {riinleri olan metabolitleri ifade eder.
Metabolomikler, metabolitlerin dahil oldugu tiim kimyasal prosesleri inceler. Daha
spesifik olarak; metabolomikler aktiviteleri sirasinda olusan spesifik hiicresel
proseslerin kimyasal parmak izlerini ve kiigiik molekiillii metabolit profillerini
inceler. Genel olarak, omik bilimlerinin amaci yapiya dahil olan tiim biyolojik
molekiillerin, hiicrenin, dokunun veya organizmanin islevi ve dinamiklerini
tanimlamak, karakterize etmek ve olgmektir (Ametaj 2017, Vailati-Riboni ve ark
2017).

1.2.1. Genomikler

Genomikler, genomlar olarak adlandirilan bir organizmadaki genler dahil tim
DNA setlerini inceleyen bilim dalidir. NGS teknolojisindeki gelismeler ile genom
skalali verilerin elde edilmesi daha da kolaylasmistir. Boylece genotip ile fenotip
arasinda var olan bosluk tam genom analizleri sayesinde kapatilmigtir. Genetik bilimi
ile genomikler birbirlerine benzeseler de belirgin farkliliklar: vardir. Genetik, kalitim
caligmasidir ve DNA ile bir nesilden digerine 6zelliklerin nasil aktarildigini gosterir.
Calisma alan1 belirli veya smirh sayidaki genler veya fonksiyonu bilinen genler
tizerinedir. Gilinimiizde, yliksek verimli teknoloji ve hesaplamali biyolojideki
gelismeler, organizmalarda genom yapist acisindan ¢alismalarin  baslamasini
saglamistir. Boylece biyolojik sorular genom c¢apinda degerlendirilmeye
baglanmistir. Bunun sonucunda da genetik bilimi, genomiklerle asamali olarak
birlesmeye baslamistir (Ametaj 2017). Genomiklerin ortaya ¢ikisi, hem insanlarda
hem de diger tiirlerde QTL ile iliskili aday bolgeleri tanimlamak i¢in kullanilan
GWAS, yontem olarak altin standarta doniistiirmiistiir (Gondro ve ark 2013). Genom
boyunca yayilmis ¢ok sayida SNP belirtegleri ile ve ¢esitli ticari sirketler tarafindan
gelistirilen prob tabanli ¢ipler, genler ve ilgi alanlar1 arasindaki iliskilerin
aciklanmasina yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir. Giiniimiizde 10.000 ile 800.000

arast SNP’yi kapsayan tiire 6zgii diziler mevcuttur. Bu kapsam, herhangi bir QTL'nin
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en az bir belirteg ile yakindan baglantili olmasini temin eder. Bu nedenle GWAS,
hastalikla ilgili kantitatif 6zelliklerin haritasin1 ¢ikarmak i¢in kullanilan giiclii bir
metot haline gelmistir. Eszamanli olarak ¢alisilan ¢ok sayida gen ile yapilan genomik
caligmalar, geleneksel genetik birliktelik yaklasimlarimin = smirlarimm  asarak

periparturient hastaliklarin anlagilmasina katki saglamaktadir (Loor 2010).

GWAS sonuglarinin yorumlanmasi halen O6nemli bir zorluk olarak
goriilmektedir. Ornegin, bir fenotip ve bir gen listesi arasinda giiclii bir iliski ortaya
cikarsa, yeni aday genlerin bulunma olasiligi konusunda duyulan giiven artar.
GWAS'n kesif giicline ragmen, ilgi alanm ile iligkili genlerin roliinii dogrulayacak
calismalar, fonksiyonel iliskileri dogrulamak bakimindan yapilmalidir. Bu sorunu
¢ozmek igin, gen tabanli yazilimlar GWAS sonrasi analizde etkili bir ¢oziimdiir
(Capomaccio ve ark 2015). Son yillarda c¢esitli SNP dizi veri yonetimi araglar
gelistirilmistir ve bunlar arasinda bir ac¢ik kaynak kodlu tiim genom iligkilendirme
analiz ara¢ seti olan PLINK (Purcell ve ark 2007), hiz ve dogruluk orani nedeniyle
veri yonetimi i¢in standart olarak kabul edilmistir. Giinlimiizde, tim GWAS agi,
¢ogu durumda R ortaminda siklikla gelistirilen acik kaynakli ¢ok platformlu yazilim
paketleri olan gecici bilgisayar programlari tarafindan kolayca yiiriitiilebilmektedir
(Nicolazzi ve ark 2015). Belirli bir 6zellik veya o6zellikler i¢in hayvan yetistirme
baglaminda, genomik seleksiyon o6zel bir konu olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Meuwissen ve ark 2001). Bu yaklagim, tiim genomu kapsayan ¢ok sayida genetik
belirtecin ABV’yi, yani genotiplerine gore geng hayvanlarin genetik degerini tahmin
etmek i¢in kullamildig1r bir belirte¢ destekli secim seklidir. Bu sekildeki seg¢im,
geleneksel olarak nesil testine dayanan farkli hayvan populasyonlarinda iiretim
araligin1 diigilirebilir ve genetik iyilesme oranmnin artmasina katki saglayabilir
(Goddard ve Hayes 2007). Yakin gelecekte DNA sekanslama verimliligindeki devam
eden ilerleme, tek tek hayvanlarin tam genom sekanslanmasini miimkiin kilacak ve
bdylece uygun QTL'lerin allellerine sahip hayvanlarin secilmesine izin verecektir. Bu
gelismeler bireysel genom dizilemesinin sadece evcillestirme ve irklarin se¢iminin
incelenmesine degil, ayn1 zamanda ¢evresel faktorlerle iliskili nicel farkliliklarin
hayvan hastaliklarinin kontrolii bazinda anlasilmasina izin verecegini gostermektedir

(Bai ve ark 2012).

11



1.2.2. Transkriptomikler

Transkriptom, bir hiicre veya doku tarafindan eksprese edilen, bdylece
hiicresel metabolizmanin bir anlik goriintiisiinii temsil eden, mRNA, kodlanmamis
RNA, rRNA ve tRNA’nin dahil oldugu toplam RNA'dir. Transkriptom donemi, ink-
jet DNA sentezleyiciyi kullanarak mikrodizi teknolojisinin gelistirilip (Schena ve ark
1995), onceden belirlenmis bir dizi hiicresel mRNA'nin biiyiikk 6lgekte analiz
edilmesi ile baglamistir. Bununla birlikte, yiiksek verimli ileri nesil DNA sekanslama
teknolojisinin son zamanlarda piyasaya siiriilmesi, RNAseq ile cDNA sekanslamasi
yoluyla RNA analizine izin vererek transkriptomide devrim yaratmistir (Voelkerding
ve ark 2009). Bu teknoloji, mikrodizinin yarattigi siirlt dinamik tespit araligi gibi
cesitli zorluklar1 ortadan kaldirdigi gibi transkriptomun niteliksel ve yalnizca
niceliksel yonleri, transkripsiyon baslatma sahalari, duyusal ve duyusal olmayan
transkriptleri, alternatif birlestirme olaylar1 ve gen flizyonu hakkinda da daha fazla
bilgi saglar. Ayn1 zamanda, toplam RNA'nin kodlanmayan RNA kismi hakkinda
ayrintili bilgi sagladigi icin RNAseq, epigenetikler gibi karmasik diizenleyici
mekanizmalarin anlasilmasini saglamistir. Yirmi birinci yilizyilin baglarindan beri,
cesitli epigenetik mekanizmalar arasinda one ¢ikan en dnemli mekanizma, kiigiik
kodlanmamis bir RNA sinift (18-25 niikleotit) olan miIRNA’dir. miRNA, mRNA'nin
translasyonunu Onleyerek transkripsiyon sonrasi regiilasyonunun kontrol edilmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Romao ve ark 2011). Ayrica, miRNA sadece epigenetik
mekanizmanin bir pargasit degildir ve ayni zamanda regiilasyonunda yer alarak
epigenetik aracilarin rollerini aydinlatir (Poddar ve ark 2017). Ek olarak, RNAseq
veya miRNA tasarimli mikrodiziler yoluyla miRNome da analiz edilebilir (Ametaj
2017).

1.2.3. Proteomikler

Proteom terimi, belirli bir zamanda bir hiicre, organ veya organizmadaki tiim
protein gruplarinin identifikasyonu ve kantifikasyonu olarak tanimlanir (Wasinger ve
ark 1995). Dolayisiyla, bir proteomik analiz yeni biyobelirteglerin kesfini, post-
translasyonel modifikasyonlarin tanimlanmasini ve lokalizasyonu ile protein-protein
etkilesimlerinin ¢aligmasini kolaylastirip, belirli bir zaman noktasinda bir hiicre veya
dokunun protein bilesimini gosterir (Chandramouli ve Qian 2009). Karmasik
biyolojik 6rneklerin protein yapilarini1 tanimlamak ve farkl sekilde 6l¢mek i¢in giiclii
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teknikler olusturulmustur. Bu sebeple hayvancilik arastiricilari tarafindan proteomik
caligmalar benimsenmistir (Lippolis ve Reinhardt 2008, Sauerwein ve ark 2014).
Modern proteomiklerin temeli, bir O6rnekteki tiim kimyasal bilesiklerin iyonize
oldugu ve ortaya ¢ikan yiiklii molekiillerin yani iyonlarin m/z oranlarina gore analiz
edildigi bir teknik olan MS’dir (Aebersold ve Mann 2003). MS analizinden &nce
kompleks protein karigimlarinin basit bir 6n ayrilmasi i¢in genellikle 1D-PAGE veya
2D-PAGE kullanilir. Ancak islemdeki otomasyonu daha da gelistirmek ve akigh bir
ag analizi olusturmak i¢in, jel bazli ayirma tekniklerini tamamlamak veya ikame
etmek i¢in HPLC gibi farkli tiplerde sivi kromatografisi kullanilmalidir (Ametaj
2017). Ortam ve davraniglar arasindaki proteinlerin tanimlanmasi, bilgisayar
simulasyonlu protein veritabaniyla karsilastirilarak gerceklestirilir. Ham veriler,
protein veritabanlarindan teorik olarak {iretilen verilerle dogrudan karsilastirilir.
Tanimlanan proteinin giivenilir bir sekilde kantifiye edilmesi kimyasal, metabolik,
enzimatik etiketleme ve etiketsiz dahil olmak tlizere ¢esitli MS bazli niceleme
yontemleriyle de miimkiindiir (May ve ark 2011). Proteomik ilerlemeler, AQUA,
QConCat ve PSAQ yaklasimlar1 i¢in protein standarti araciligiyla proteinlerin mutlak
kantifikasyonu miimkiin kilimmistir (Brun ve ark 2007, Rivers ve ark 2007).

1.2.4. Metabolomikler ve Metabolom

Metabolom, biyolojik ~ bir  numunedeki metabolitlerin genel
profillendirilmesinden olusur. Bir metabolomik analiz, gesitli biyolojik sivilar ve
doku tipleri iizerinde gergeklestirilebilir ve bir dizi farkli teknoloji platformunu
kullanabilir. Metabolomikler, metabolomun entegre bir resmini elde etmek igin tipik
olarak PCA ve PLS gibi istatistiksel araglarla birlikte yiiksek ¢oziiniirliiklii analizleri
kullanir (Zhang ve ark 2012). Metabolomik verileri toplamak i¢in kullanilan iki ana
teknoloji, veri toplama kapasiteleri ¢ok yiiksek olan MS ve NMR’dir (Ametaj 2017).
En yaygin spektroskopik analitik tekniklerden biri olarak NMR, mikro molar
araliktaki ¢ok cesitli organik bilesikleri tek bigimde tanimlayabilir ve eszamanl
olarak oOlgebilir. Bu ol¢lim sonucunda metabolit profilleri hakkinda yalin bilgi
saglanir. Bu yaklasimla saptanabilen genis molekiil spektrumu arasinda peptitler,
amino asitler, niikleik asitler, karbonhidratlar, organik asitler, vitaminler,
polifenoller, alkaloidler ve inorganik tiirler bulunur. MS uygulamasi, genellikle GE-
MS, LC-MS, UPLS-MS veya CE-MS gibi diger tekniklerle birlikte yiliksek verimli
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metabolomiklerle ilgili yiiksek bir kazanim saglar. Yiiksek sensitivitesi ve ¢ok ¢esitli
ortiillii metabolitleri nedeniyle MS, bircok metabolom ¢alismasinda tercih edilen
teknik haline gelmistir (Zhang ve ark 2012). MS ve NMR spektrometrelerinin
kendilerine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. MS’nin ana avantaji yiiksek
sensitivitesidir. Femtomolar (10%°) ve attomolar (108 diizeyinde analitlerin
saptamasina olanak saglar. LC ve GC ile kombine edildiginde MS, tek bir 6rnek ile
yiizlerce metabolitin 6l¢iimiine imkan saglar. Pek¢ok MS ile kombine edilmis kiitle
dogrulugu ve gerg¢ek zamanl tandem MS teknigi, metabolit identifikasyonunu daha
da kolaylagtirir. MS’nin metabolomik analizlerinde temel eksikliklerinden biri diisiik
kantifikasyon 0©zelligidir. Herhangi bir bilesigin MS sinyal yogunlugu Ornek
hazirlanig tekniginden ve molekiiler ¢evreden etkilenir. Miktar1 bilinen internal
izotop-etiketli standart eklenmesi kantifikasyon dogrulugunu arttirsa da bu uygulama
kesfe bagli metabolomik arastirmalari i¢in pratik degildir. MS c¢alismalarinin ¢ogu
pik alanlarinin karsilastirilmasi esasina dayanir. MS’in temel eksikligi olan
kantifikasyon, NMR spektrometresinin temel avantajidir. NMR spektrumundaki bir
bilesigin pik alani, dogrudan belirli bir niikleusun (*H, *2C gibi) konsantrasyonuyla
iligkilidir. NMR spektroskopinin tistiinde ¢ok durulmayan bir diger 6zelligi serum,
idrar gibi biyosivilardaki metabolitlerin ¢ok yoOnlii analizlerinin bozulmamis
dokularda veya in vivo yapilabilmesidir. NMR spektroskopinin temel eksikligi ise
MS’nin temel 6zelligi olan sensitivitedir. Kriyojen sogutulmus prob teknolojisi,
minimalize edilmis radyofrekans bobinleri, yiiksek alan giiglii siiper iletken
miknatislar ile arttirilmis sensitiviteye ragmen NMR spektroskopinin sensitivitesi

MS’ten halen diisiiktiir (Veenstra 2012).

1.3.  Gecis Donemi Hastahiklarina Omik Yaklasimlar

Stitcti sigirlarda gebelikten laktasyona gec¢isin uygun olusu, dogum sonrasi
donemde yiiksek iiretkenlik ve iireme performansi agisindan Onemlidir. Gegis
donemi sartlariin kotli olusu ise verimin ve iiremenin diislisii nedeniyle siitcii
isletmelerde biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Gegis donemindeki siitcli
sigirlardan alinan idrar, kan gibi sistemik viicut sivilart ve doku biyopsileri
hayvanlarin hastalik durumunu ve bu hastalik durumuna verdigi cevabi yansitabilir
(Ametaj 2017). Cesitli biyokimyasal sistemleri degerlendiren omik profillendirmeleri
genomikler, epigenomikler, transkriptomikler, proteomikler ve metabolomiklerdir
(ltenov ve ark 2018). Bu sebeple omik profillendirmesi metabolik durumun
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gosterilmesinde ve hastalik taramalarinda DNA, RNA, lipidler, kii¢ciik molekiil
agirlikli metabolitlerle birlikte biyokimyasal orneklerin Ol¢iimiinde kullanilabilir
(Vignoli ve ark 2019). Omik teknolojileri, viicudun herhangi bir yerinden birkag yiiz
(baz1 metabolomik ve proteomik yaklasimlari) ile birkag milyon (genomik
yaklagimlar1) analitin 6l¢iimiine olanak saglar. Bu, tek molekiil iligkisine kiyasla
hastalik patogenezinin tiim yolaginin kritik olarak degerlendirilmesini saglar. Bu
yolaklarin identifiye edilmesi hastaligin alt tipleri veya spesifik hastalik sonuglariin
patogenezi hakkinda tedaviye tahmin edilen cevap veya risk altindaki birey ve

gruplarin tanimlanmasi hakkinda kritik bilgi saglar (Li ve ark 2017).

1.3.1. immunite

Geleneksel olarak, gecis donemindeki sigirlarin immiinite arastirmasi,
periparturient immiin baskilamaya neden olan tek bir faktorii saptamaya calisan
indirgemeci bir yaklasima odaklanmistir. Hem 6nceki hem de giincel arastirmalar bu
fenomenin multifaktdriyel bir etiyolojiye sahip oldugunu ve gecis donemindeki
yiiksek hastalik insidansinin dogru yoOnetimi i¢in anlayisin yetersiz oldugunu
gostermektedir. Omik bilimlerinin yardimi ile sistemler biyolojisi yaklasimi 6nceki
teknolojilerin ~ basarisiz oldugu  durumlardaki  nedensel  ajanlar  ve
immiinosupresyonun altinda yatan mekanizmalar hakkinda temel bir anlayis
gelistirilebilir. Dahas1 bu yeni teknolojiler gecis doneminde bozulan immiinitenin
tekrar olugsmasini saglamaya ve immiinsupresyonu takip eden yiiksek hastalik
insidansini diisiirmeye yardimci yonetim tekniklerinin gelistirilmesini saglayabilir.
Glinlimiizde, omik yaklasimlarinin ge¢is donemindeki sigirlarin immiinitesine
uygulanmasinin baslangi¢ seviyesinde oldugu ve omik bilimlerinin sigir sagligi ve
immiinitesi alanindaki 6nemini kavramak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerektigi unutulmamalidir (Eckel ve Ametaj 2017).

1.3.2. Rumen Asidozu

Siiteii sig1r isletmelerinde, erken laktasyon doneminde siit tiretimini artirmak
icin  hizlh fermente olan karbonhidrattan zengin rasyona ge¢is siklikla
uygulanmaktadir. Bu uygulama sonucu rasyondaki ani degisim veya tahil igerik

oraninin agir1 artigina bagli ruminal fermantasyon, ruminal emilim ve tamponlama
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kapasitesini asar. Bu durum ruminal asidoza zemin hazirlar. Asir1 miktarda tahil
iceren rasyonla beslenmeye bagli olusan rumen asidozu yangisal yanit baglangicina
sebep olur. Bu yangisal yanitin etiyolojisi karaciger, barsaklar ve diger i¢ organlarin
dahil oldugu coklu organ yangisal yaniti olarak tanimlanir. Hizli fermente olan
karbonhidrattan zengin rasyon, rumen mikrobiyotasinda kisa zincirli yag asitlerinin
birikimini arttir ve ruminal pH diiser (Khafipour ve ark 2009). Ruminal pH 5.6 veya
daha diisiik oldugunda, rumendeki mikrobiyal popiilasyonlar, rumen pH'sin1 daha da

diistiren laktat tiretmeye baslar (Nagaraja ve Titgemeyer 2007).

Rumen asidozunun bir tipi olan SARA, giinde en az 3 saat boyunca ruminal
pH’nin 5,6'nin altinda olusu seklinde tanimlanir (Gozho ve ark 2005). SARA en ¢ok
siitcli  sigirlarda tespit edilmistir. Siit¢li sifirlarda yapilan g¢aligmalarda erken
laktasyon donemindeki hayvanlarin yaklagik % 20'sinin SARA'dan muzdarip oldugu
rapor edilmistir (Plaizier ve ark 2008). SARA, kaba yem aliminda (Gozho ve ark
2005, Plaizier ve ark 2008), ruminal lif sindiriminde (Plaizier ve ark. 2001) ve siit
yag oraninda (Khafipour ve ark 2009) disiis ile iliskilidir. Ayrica SARA, diyare,
gastrointestinal hasar, karaciger apsesi ve yangisal reaksiyon olusturmasi sebebi ile

genel durumu bozar.

SARA gelismis Holstein sigirlarda rumen mikrobiyotasinin fonksiyonel gen
ekspresyonu ve aktif metabolik yolaklarint inceleyen bir metatranskriptomik analizde
seliilolitik rumen bakterileri olan Fibrobacter succinogenes ve iki Ruminococcus
tiirliniin asidoz durumunda azaldig1, misir silaji ile olusturulmus asidozis durumunda
rumende vitamin, kofaktor, amino asit, karbonhidrat ve enerji metabolizmasi gen
harita yolaklarinda ii¢ yeni biyofilm formasyon yolaginin zenginlestigi rapor

edilmistir (Ogunade ve ark 2019).

Ruminal asidozis gelismis siit¢li sigirlarda NMR ve GC-MS teknikleri
kullanilarak yapilan bir metabolom ¢alismasinda, rasyonda %30-45 oraninda hizl
fermente olan karbonhidrat orami artistnin rumende metilamin, N-nitroso-
dimetilamin, dimetilamin, glikoz, alanin, maltoz, urasil, propiyonat, fumarat, biitirat,
valerat, ksantin, etanol, fenilasetat, valin, 16ysin, lizin, nikotin, gliserol ve fenil asetil
glisin  konsantrasyonlarinda artig, fosfatidilkolin ve  3-fenil  propiyonat

konsantrasyonlarinda diisiis tespit edilmistir (Ametaj ve ark 2010).
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Yiiksek verimli sekanslama metotlartyla yapilan ¢aligmalar sonucu coklu
genlerin ekspresyon seviyelerinin rumen epitel proliferasyonu ve metabolizmasi,
gastrointestinal bariyer fonksiyonu ve hepatik enzim aktivitesi ile iliskili oldugunu

ortaya koymustur (Ametaj 2017).

1.3.3. Hipokalsemi

Gebeligin sonuna ve laktasyonun baslangicina dogru viicudun Ca ihtiyaci
onemli oranda artar. Siitiin Ca igerigi yaklasik 1,2 gr/L’dir ve modern siit¢ii sigirlar
laktasyonun pik yaptig1 zaman giinliikk 60 litreye kadar siit tiretebilir. Bu da giinliik
70 gram Ca kaybi1 demektir (Cairoli ve ark 2006). Metabolik adaptasyonlar aktive
edilmedigi takdirde kan Ca konsantrasyonu kritik limitin (< 2 mmol/L) altina diser
ve klinik veya subklinik hipokalsemi gelisir. Hipokalsemi hayvanin genel durumunu,
ileri zamandaki siit {dretimini ve fertiliteyi etkiler. Ayrica hipokalsemi
immiinsupresyon ile iliskilidir. Dogumdan sonraki ilk giinde kan Ca konsantrasyonu
diisiik sigirlarda retensiyo sekundinarum, metritis ve mastitis gelisim riski, kan Ca
konsantrasyonlari normal seviyede olan sigirlara gore daha yiiksektir. Bunlara ek
olarak hipokalsemi AD, ketozis ve yagl karaciger sendromu gibi metabolik
hastaliklarla da iliskilidir (Kim 2010). Ayrica AD’li sigirlarda goriilen hipokalsemi,
paratiroid hormon reseptorlerinin sensitivitesinin azalmasi ile iliskili olan ve bu
durum ig¢in bir risk faktorii olan metabolik alkaloz sebebiyle de goriilebilir. Dogumu
takiben gelisen istahsizlik da hipokalsemi olusumuna katki saglar. Puerparal
hipokalsemi, abomazal motiliteyi azalttiindan dolayr abomazum deplasmani i¢in
onemli bir predispozisyon sebebidir (Ismael ve ark 2018). Kuru déonemde DCAD
olusturmk i¢in anyonik tuz kullanimi, erken laktasyonda klinik hipokalsemi
olusumunu minimize eder. Ek olarak erken laktasyonda oral olarak kalsiyum
takviyesi kullanimi hipokalseminin giderilmesinde alternatif bir stratejidir (Caixeta
ve ark 2018).

Deneysel hipokalsemi olusturulan ve postparturient hipokalsemi gelisen
laktasyon doneminde olmayan sigirlarda mikro array bazli bir genomik ¢alismasinda
postparturient hipokalsemili sigirlarda sagliklilara gore 98 genin ekspresyonunun
degistigi, bunlardan PKIB, DDIT4, PER1, NUAKI, ve EST’nin hipokalsemi ve
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pospartiirent hipokalsemi ile iligkili oldugu, NESP55 geninin sadece pospartiirent
hipokalsemi i¢in spesifik oldugu rapor edilmistir (Sasaki ve ark 2014).

Postparturient hipokalsemi gelismis siit¢ii sigirlarda yapilmis *H-NMR bazli
bir metabolom c¢alismasinda saglikli siit¢ii sigirlara gore hipokalsemik sigirlarda
glikoz, gliserol, alanin, GABA ve fosfokreatin seviyelerinde diisiis; piriivat, keton ve
lizin seviyelerinde ise artis goriilmiistiir. Bu sonug¢ hipokalseminin glikoz, yag ve
protein metabolizmas1 yolaklarinin degistigi bir enerji metabolizmasi bozuklugu

oldugunu gosterebilir (Sun ve ark 2014).

1.3.4. Retensiyo Sekundinarum

Retensiyo sekundinarum siit {retiminde diislis, diger periparturient
hastaliklara predispozisyon ve ekonomik kayiplara sebep olan, siitgii sigirlarda
dogumu takiben 24 saat icerisinde fotal membranlarin atilamamasi ile karakterize
olduk¢a yaygin bir durumdur. Retensiyo sekundinarumun siit¢ii sigirlarda bildirilmis
ortalama insidans1 %4-16’dir (Eiler 1997). lkiz dogum, gii¢ dogum, hipokalsemi,
yiikksek c¢evre sicakligl, yas, prematiire dogum, stres, bakteriyel endotoksinler ve
noétrofil inaktivasyonu gibi cesitli coklu faktorler retensiyo sekundinarum insidansini

etkiler (McNaughton ve Murray 2009).

Retensiyo sekundinarum gelismis siit¢li siirlarda yapilan bir proteomik
calismasinda serum albumin, alfa enolaz, apolipoprotein, anneksin A8 benzeri-1,
serin proteinaz inhibitdrii, glutation transferaz ve transketolaz ekspresyonlarinin
saglikli sigirlara  gore degistigi tespit edilmistir. Bu degisimin retensiyo
sekundinarum olgularinda gelisen fibrinoliz, yangisal yanit, oksidatif stres ve piriivat
metabolizmasi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Fu ve ark 2016). Yapilan bir
metabolom g¢alismasinda ise serum visfatin seviyesinin retensiyo sekundinarum igin
diagnostik bir biyobelirte¢ olabilecegi bildirilmistir (Fadden ve Bobe 2016). Gebe
stit¢ii sigirlarda yapilan MS bazli bir metabolom caligmasinda dogumdan 8 hafta
once asilkarnitin, fosfatidilkolin, lizofosfatidilkolin, amino asit ve biyojenik
aminlerin degisime ugradigi ve serum lizin, ornitin, asetilornitin, aspartat ve 16ysin
seviyelerinin siit¢li sigirlarda retensiyo sekundinarum igin potansiyel prediktif

biyobelirtegler olabilecegi bildirilmistir (Dervishi ve ark 2018).
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1.3.5. Mastitis

Gegis donemindeki sigirlarda gozlenen metabolik ve endokrin degisimler ve
stres faktOrlerinin immiinite tizerine olumsuz etkileri vardir. Sigir, bu degisimler ile
Ozellikle dogumdan sonraki ilk haftalarda enfeksiyoz hastaliklarin gelisimine karsi
savunmasiz hale gelir. Mikroorganizmalar, travma veya toksin gibi fiziksel ve
kimyasal nedenlere bagli meme bezinin yangisi olarak tanimlanan mastitis, gecis
donemi ve erken laktasyondaki siit¢ii sigirlarda olduk¢a sik karsilagilan bir
durumdur. Periparturient donemde olusan mastitis, klinik ve subklinik olarak
siiflandirilir. Sigirlarda 200°den fazla farkli patojenin mastitise sebep olabilecegi

bildirilmistir (Zadoks ve ark 2011).

Son yillarda omik teknolojilerindeki gelismeler ile sigirlarin mastitis
etiyopatolojisinin aydinlatilmasina katki saglanmistir. Laktasyondaki siit¢ii
sigirlarda yapilan bir GWAS calismasinda, mastitis olusumuna direngli sigirlarda
117 SNP ve 27 QTL genleri tespit edilmistir. Tespit edilen genlerden 10 QLT yeni
olup bu QTL’lerden RAS guanil-releasing protein 1 geni mastit direnci igin aday
belirte¢ olarak bildirilmistir (Kurz ve ark 2019).

Streptecoccus uberis’e bagli mastitis gelismis siit¢li sigirlarda yapilan bir
metabolom c¢alismasinda enfekte meme bolgesinde serum amiloid A3, haptoglobin,
lipopolisakkarit baglayict protein, siiperoksit dismutaz-2 ve toll-like reseptor-2
sinyalizasyon ekspresyonunun, enfekte olmamis meme bolgesi ile karsilagtirildiginda
arttig1 rapor edilmistir (Swanson ve ark 2009). Koliform mastitisli sigirlarda yapilan
bir diger metabolom ¢aligmasinda ise hem siit hem plazma lipoksigenaz ve sitokorm
P450 tiirevi oksilipid fraksiyon konsantrasyonlarinin arttigi bildirilmistir (Zadoks ve
Fitzpatrick 2009).

1.3.6. Laminitis

Sigirlarin laminitisi, hem vaskiiler hem de hiicresel degisimlerin dahil oldugu
toynagin dermal katmaninin diffiiz yangis1 olarak tanimlanmistir. Siit¢ii sigirlarda
laminitis fizyopatolojisi ile ilgili pekgok ¢alisma yapilmistir. Laminitisli sigirlarda
plazma protein degisimlerini inceleyen MS bazli bir proteomik c¢alismasinda enerji

metabolizmasi (izositrat dehidrogenaz-1) ve lipid metabolizmasi (apolipoprotein A-1
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ve A-4, hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz) ile iliskili proteinlerin
konsantrasyonlarinda artis rapor edilmistir (Dong ve ark 2015). Ayrica serum
amiloid A, haptoglobin gibi akut faz proteinlerinin, interloykin 6 ve tiimor nekroz
faktor gibi proenflamatuvar sitokinlerin, NEFA ve BHBA qgibi lipid metabolitlerinin
serum konsantrasyonlarinda laminitise bagli klinik topallik olusumundan haftalar

Once artig goriildiigi bildirilmistir (Zhang ve ark 2015).

Gegis donemindeki siit¢li sigirlarda yapilan MS bazli bir proteomik
caligmasinda laminitis ile iligkili olarak komponent C9, haptoglobin ve konglutinin
yan1 sira apolipoprotein A-IV ve ayrica lipid metabolizmasinda da yer alan
apolipoprotein Al, 3-hidroksi-3-metilglutaryil-CoA rediiktaz, ¢inko parmak 300
benzeri protein, transmembran proteini TMP10, izositrat dehidrojenaz ve albumin
konsantrasyonlari yiiksek bulunmustur (Ceciliani ve ark 2018). Omik teknolojilerinin
kullanim1 ile hastalik gelisiminde diger uzak doku ve organlarin durumu ve

hastaligin fizyopatolojisi anlasilir hale gelmistir.

1.3.7. Metritis ve Endometritis

Uterusun mukozal ¢evresi, patojenlerden fiziksel anatomik bariyerler ve
molekiiler mekanizmalar ile korunmakla birlikte siitcii sigirlarda, 6zellikle gegis
doneminde, bu mekanizmalar baskilandiginda metritis veya endometritis gelisebilir.
Dogum igin serviksin acilmasi, doguma bagli doku lezyonlar1 ve plasental
membranlarin ve buzagmin atilmasi anatomik bariyerleri bozar. Bu durum da
metritis ve endometritise sebep olan bakteriyel enfeksiyonlar: kolaylastirir. Bu

hastaliklarin postpartum insidans1 yiiksektir ve siklikla fertilitede diisiise sebep olur

(Cairoli ve ark 2006).

Metritis veya endometritis gelismis siit¢li sigirlarda yapilmis MS bazli bir
proteomik calismasinda, doguma yakin saglikli sigirlarda da yangisal reaksiyon
gelistigi alfa asit glikoprotein, haptoglobin gibi pozitif akut faz proteinlerinin artis
ve fetuin-A gibi negatif akut faz proteinlerinin diisiisii ile gosterilmistir. Bu durum
yaklasan dogumun da akut faz reaksiyonuna sebep oldugunu gostermektedir (Cairoli
ve ark 2006). Benzer sekilde periparturient donemdeki siit¢ii sigirlarda yapilan MS
bazli bir proteomik ¢aligmasinda MALDI-TOF ile birlikte yapilan 2-DE analizinde

endometrial Orneklerde endometiritis ile iligkili proteinler identifiye edilmistir.
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Desmin, alfa aktin-2, 1s1 sok protein-27, peroksiredoksin-6, luteinize edici hormon
reseptOr isoform 1, kollektin-43 prekiirsorii, deoksiriboniikleaz-1 ve MHC klas I agir
zincir ekspresyonu artarken transferrin, interloykin-2 prekiirsorii, hemoglobin beta alt
birimi ve potasyum kanal tetramerizasyon domain igerik-11’in ekspresyonunun
normal endometriyuma sahip saglikli siitcii siirlara gére azaldigi rapor edilmistir

(Choe ve ark 2010).

1.3.8. Yagh Karaciger Sendromu

Siitgli sigirlarda goriilen yagh karaciger sendromu insanlardaki NAFLD ile
benzerlik gostermektedir. Bildirilen bulgular arasinda yag asidi indirgenmesinin
azaldigimm1 ve karaciger hastaligina yatkinligin arttigimi  gosteren asetil-CoA
dehidrogenaz, asil-CoA asetiltransferaz-2 ve yag asidi baglayici protein-1
regililasyonlarinda diisiis rapor edilmistir. Bu diisiisiin aksine membranlar arasinda
kolesterol ve fosfolipidlerin transferini yapan sterol tasiyici protein-2, gida alimi
kisitlanmis sigirlarda yiiksek bulunmustur. Bu durum artmis lipid transferini
gostermektedir. Ana gorevi oksidatif hasara karsi koruma olan peroksiredoksin-6
seviyesinin  diisiisti, gida alimimin kisitlandigt  durumlarda ruminantlarin
karacigerinde oksidatif stresin arttigin1 gosterir. Karbonhidrat metabolizmasinda ise
6-fosfofruktokinaz, enolaz 1, triosefosfat izomeraz, fruktoz bifosfat aldolaz B,
sorbitol dehidrogenaz ve aldehil dehidrogenaz 2 enzim konsantrasyonlarin ad
libitum beslenen sigirlara gore gida alimi kisitlanmis sigirlarda daha diisiik oldugu
rapor edilmistir (Kuhla ve ark 2009).

Yagl karaciger sendromlu 171 Holstein sigirda yapilan NMR bazli bir
metabolom calismasinda BHBA, izobiitirat ve aseton, amino asitlerden glisin, valin,
trimetilamin-N-oksit ve sitriilin konsantrasyonlar1 yiiksek; alanin, asparagin, glikoz,
GABA, gliserol ve kreatinin seviyeleri diisiik bulunmustur. TCA siklusuna
girdiklerinden enerji agigi durumunda alanin ve asparagin seviyelerinin disiisii
glikoneogeneziste rollerinin bulunmasindan dolayr beklenen bir durumdur.
Trimetilamin-N-oksit ve sitriilin seviyelerinin artisi, oksitatif stres ve karaciger hasari

ile iliskili olarak rapor edilmistir (Xu ve ark 2016).

21



1.3.9. Ketozis

Ketozis, ozellikle siit¢ii sigirlarda, NEB ile iligkili, es zamanli olarak kan
keton seviyesinin artis1 ve glikoz seviyesinin diisiisii ile karakterize temel iiretim
hastaligidir (E1-Deeb 2015). Ketoziste pek¢ok metabolik yolakta degisim gergeklesir.
Ketozisli sigirlarin karacigerinde miyozis, MGC128326 gibi yapi proteinlerinin
reglilasyonunun arttigi rapor edilmistir. Alfa enolaz, gibi glikoneogenezisle iliskili
proteinler ketoziste artis gosterir. Ketotik karacigerde azalan asetil-CoA
asetiltransferaz-2 ve 3-hidroksi asil-CoA dehidrogenaz gibi proteinler ayrica yag
asidi oksidasyonunda da gorevlidirler. Bu durumun, ketozis ile lipidozisin iligkili
oldugunu, lipidlerin kullanim kapasitesinin azalmasi sonucu hepatositlerde yag asidi
birikiminin arttigi ve hepatik lipidoz gelisimine katki sagladigi rapor edilmistir
(Klein ve ark 2012).

Klinik ve subklinik ketozisli sigirlarda yapilan bir ¢alismada disiik laktat ve
L-alanin seviyesinin ketozis ve karbonhidrat metabolizmasi ile iligkili oldugu ve
gelisen hipogliseminin glikoneogenezis prekiirsor eksikligine bagli oldugu rapor
edilmistir. Ayrica ketozis teshisinde BHBA seviyesinin altin biyobelirteg¢ oldugu, yag
mobilizasyonunun bir indikatorii olan cis-9-hekzadekanoik asitin ise potansiyel
diagnostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Klinik ketoziste
kandaki amino asitlerden konsantrasyonu artanlar; glisin, 16ysin, izoldysin, valin ve

diisenler arjinin, triptofan ve lizindir (Zhang ve ark 2013).

Ketozisli siit¢ii sigirlarda yapilmis mikroarray bazl transkriptom ve GC-MS,
LC-MS bazli bir metabolom calismasinda ekspresyonu degismis 3065 gen ve 313
metabolit tespit edilmistir. Bunlardan glikokenodeoksikolik asit konsantrasyonu en
yiiksek ve insanlardaki NAFLD ile benzer olarak rapor edilmistir. KEGG yolak
veritabani kullanilarak elde edilen biyoinformatik bilgiye gore kofaktdr ve vitamin
metabolizmas1 ile lipid, karbonhidrat ve glikan biyosentez metabolizmasinin
reglilasyonunun diistiigli, benzer sekilde fruktoz-1,6-bifosfataz 2 ve piriivat
dehidrogenaz kinaz 4 konsantrasyonlarinin prepartum siit¢ii sigir karacigerlerinde

bozulmus glikoneogenez ile iliskili oldugu bildirilmistir (Shahzad ve ark 2019).
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1.3.10. Abomazum Deplasmani

Siitcti sigirlarda genellikle erken laktasyon doneminde goriilen AD, ekonomik
kayiplara sebep olan 6nemli bir ge¢is donemi hastaligidir. Olusumundaki ana faktor
hipomotilite ve yetersiz gaz gecisi olarak kabul edilmektedir (Van Widen ve Kuiper
2003, Doll ve ark 2009, Lehner ve ark 2018). LDA gelismis siit¢ii sigirlarda GWAS
ile yapilan bir genomik c¢aligmasinda Bovine High Density BeadChip kullanilarak
sigir kromozomlarinda LDA ile iligkili 6 genomik bolge (2, 8, 13, 20, 24 ve X)
identifiye edilmistir. Ayrica allel spesifik PCR genotip teknolojisi kullanilarak LDA
ile iligkili olan BTA2, 8, 13 ve 27 lokuslar1 identifiye edilmis, bu lokuslarin siitcii
sigirlarda LDA gelisimine duyarliligin belirlenmesine katki saglayabilecegi rapor

edilmistir (Lehner ve ark 2018).

Abomazum deplasmanl sigirlarda 400 MHz’lik NMR bazli ilk yapilan bir 6n
calismada (Basoglu ve ark 2014) sadece plazma orneklerinde BHBA seviyeleri ile
glikojenik amino asit (valin, glutamin ve glutamat) seviyeleri arasindaki pozitif
korelasyonun, ketozise karsi glikoz iiretimine katki sagladigi belirtilmistir. Bu
arastiricilar, NMR bazli metabolomik degerlendirmenin AD’li sigirlarin metabolik

durumlarinin degerlendirilmesine katki saglayabilecegi kanisina varmislardir.

Postpartum LDA’l1 siit¢ii sigirlarin plazma drneklerinde yapilmis LC-Q/TOF-
MS bazli bir metabolom c¢alismasinda LDA ile iliskili metabolik aglar, metabolomik
yolak analizi ile olusturulmus ve LDA’l1 sigirlarin metabolik profilinin degistigini
yansitan 68 plazma metaboliti ile birlikte 13 metabolik yolak (histidin
metabolizmasi, tirozin metabolizmasi, valin, 16ysin ve 1zoldysin biyosentezi,
fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi, arjinin ve prolin metabolizmasi, triptofan
metabolizmasi, keton cisimlerinin sentez ve yikimlanmasi, linoleik asit
metabolizmasi, arasidonik asit metabolizmasi, sitrat siklusu, butanoat metabolizmasi,
vitamin B6 metabolizmasi ve pirimidin metabolizmasi) identifiye edilmistir (Guo ve

ark 2019).

Omik bilimleri kullanilarak yapilan onceki ¢aligmalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda abomazum deplasmanli siit¢ii sigirlarda serum, idrar ve karaciger
orneklerinin birlikte degerlendirildigi ve NMR bazli metabolom profillendirilmesinin

yapildig1 bir ¢calisma bulunmamaktadir.
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Bu projenin amaci, postpartum multiparous siit¢ii sigirlarda abomazum
deplasman vakalarinin metabolizmasini serum, idrar ve karaciger biyopsi érnekleri
tizerinden 700 MHz’lik NMR spektroskopisi teknigi ile daha kapsaml
degerlendirerek yeni potansiyel biyobelirtegler elde etmek ve bu hastaligin diger
tiretim hastaliklar1 ile iliskili olan kompleks patogenezini aydinlatmaya katkida

bulunmaktir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Arastirmanin hayvan materyalini Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢
Hastaliklart Anabilim Dali klinigine getirilen 1 ay icerisinde dogum yapmis 50
abomazum deplasmanli (42 LDA ve 8 RDA) multiparous Holstein sigir olusturdu.
Saglikli grup olarak Aksaray ¢evresindeki ozel ciftliklerde bulunan, ayni bakim ve
besleme sartlarindaki 20 saglikli multiparous Holstein sigir hayvan materyali olarak

kullanildi. Saglikli sigirlar laktasyonun birinci ayindaydi.

2.2. Gereg

Bu calisma Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dalr’nda yiiriitiildii. Calisma igin Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (SUVDAMEK)’den Etik Kurulu onay:
(2017/68 sayil1 karar) alindu.

2.3.  Klinik Muayeneler ve Tani

Calismaya dahil edilen tiim sigirlarin rutin Klinik ve hematolojik muayeneleri
yapildi. Sag ve sol tarafli ping sesine yol acan diger sebepler ortadan kaldirildiktan
sonra anamnez, oskultasyonda karakteristik ping sesinin varligi ve Liptak testi ile
AD tanisi konuldu. LDA ve RDA tanisin1 dogrulamak i¢in ultrasonografik muayene
yapildi (Ok ve ark 2002). LDA’l1 sigirlarin 19’unda, RDA’l1 sigirlarin ise 2’sinde
ketozis bulunmaktaydi. Ketozis, idrar test stripleri kullanilarak (Bayer Clintek 50,

Germany) idrar analizatdriinde ve kan keton test stripleri (Abbott Optium Xceed Pro,
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UK) ile kan keton analizatorti ile belirlendi. Tiim tanilar cerrahi operasyon sirasinda

dogrulandu.

2.4.  Kan, idrar ve Karaciger Orneklendirmesi

Calismaya dahil edilen tim sigirlarin kan ornekleri coccygeal venadan
heparinli (kan gazlar1 i¢in) ve Kz-EDTA’li (hemogram ig¢in) tiiplere alindi. Kan
orneklerinin hematolojik ol¢timleri 10-15 dakika i¢inde yapildi. Serum ornekleri 15
dakika 3000 rpm’de santrifiij sonrasinda elde edildi ve analiz giiniine kadar -80°C’de
saklandi. Idrar ornekleri steril, metal kateter (yaklastk 0,5 cm ¢apmnda 40 cm
uzunlugunda) ile alindi. Karaciger biyopsi 6rnek alimi i¢in sag taraftan, yaklasik 11-
12. interkostal aralikta bir bolge tras edildi, asepsi ve antisepsisi saglandi.
Infiltrasyon anestezisi igin derialtina ve interkostal kasa 5 ml %2 lidokain soliisyonu
enjekte edildi. Bistiiri ile yapilan kii¢iik ensizyonu takiben Tru-cut (Merit Medical)
biyopsi trokar1 kullanilarak karaciger 6rnekleri alindi1 (Davies ve Jebbett 1981).

2.5. Hematolojik ve Kan Gazi Analizi

Tam kan sayimi (kan hiicre sayimi, MCV, MCHC, PCV ve Hb) dahil
hematolojik analizler otomatik hiicre sayaci (MS4e, Melet Schloesing Laboratories,
Fransa) kullanilarak ve kan gaz analizleri (pH, pCO2, pO2, HCOs ve BE) kan gaz
analizatorii (Gem Premier 3000, Instrumentation Laboratory, ABD) kullanilarak

yapildi.

2.6. Biyokimyasal Analiz

Serum ornekleri glikoz, laktat, kolesterol, trigliserit, total protein, aloumin,
bilirubin, BUN, kreatinin, bazi mineraller (Mg, P, Na, Cl, K, Ca ve iyonize Ca) ve
baz1 enzim aktiviteleri (AST, GGT, LDH ve CPK), NEFA ve CRP yoniinden
spektrometre (Autoanalyzer/BT3000 plus, Italy) ile analiz edildi. Kan BHBA
seviyeleri tam kan kullanilarak Freestyle Optium H B-ketone, Abbott® test strip’leri

ile ol¢iildii.
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2.7.  Serum, Idrar ve Karaciger Ekstraksiyonu

Serum ve karaciger ornekleri, buz {izerinde ¢ozdiriildii ve ikili metanol-
kloroform  ekstraksyonlar1  (hidrofilik ve lipofilik fraksiyonlarin  protein
presipitasyonu ve seperasyonu igin) elde edildi. Bu ekstraksiyon metodu ile,
proteinler gibi makromolekiilleri elimine edildi ve suda ve yagda c¢oziilebilen
metabolitleri i¢in birlesik bir metabolik profil olusturuldu. 0,5 mI’lik donmus serum,
idrar ve karaciger 6rnekleri, 1 ml kloroform:metanol (1:1 oraninda) ile karistirildi ve
santrifiij edildi. Siipernatant (organik faz) topland: ve pelet 0,5 ml kloroform:metanol
ile tekrar suspanse edilip santrifiij edildi. Siipernatantlar birlestirildi ve kalan suda
¢oziilebilir metabolitleri organik fazdan temizlemek igin 0,5 ml soguk su eklendi. 15
dakika -20°C derecede tutulduktan sonra, iistte kalan kisim alindi ve ¢oziilebilir
metabolitleri peletten yikamak i¢in kalan kisima 1 ml su eklendi. Elde edilen 6rnek

santriflij edilip 42° C’de evaporizasyon ile liyofilize edildi (Serkova ve ark 2005).

2.8.  Metabolomik Degerlendirme

2.8.1. H-NMR Spektroskopi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Su Bazli Ornekler

Liyofilize su bazli 6rnekler 700 pL dihidrojen oksitte (?H20) ¢ozdiiriildii ve 1
dakika boyunca vortex’lenerek homojenize edildi. Daha sonra santrifiij edildi (3000
rpm, 4°C’de 15 dakika boyunca) ve her bir slipernatanttan 630 pl, 70 pL potasyum
fosfat buffer’a (1,5 M KzHPOs, 100% (v/v) 2H.O, 2mM NaN3, 58 mM
dotaryumlanms trimetilsilylpropanoik asit (TMSP); pH 7,4) eklendi. Orneklerin
karistirilmasindan sonra her bir karisimdan toplamda 600 pL o6rnek, analiz i¢in

5mm’lik NMR tiiplerine (Bruker Biospin S.r.l.) aktarildi.

Lipid Bazli Ornekler

Liyofilize lipid ekstraktlar1 700 pL dotaryumlu kloroformda (CDCls)
¢ozdiiriildii ve 1 dakika boyunca gevirilerek homojenize edildi. Her bir karisimdan

600 pL 6rnek analiz i¢in 5 mm’lik NMR tiiplerine (Bruker BioSpin S.r.l.) aktarildi.
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2.8.2 NMR Analizi

Tek boyutlu *H-NMR spektra, 600,13 MHz proton Larmor frekansinda ve 5
mm PATXI *H-13C-N and 2H-decoupling probun dahil oldugu a-z aksis gradiyent
bobin, otomatik tuning makinast (ATM), otomatik ve dondurulmus Ornek
degistiricisi (SampleJet, Bruker BioSpin srl; Rheinstetten, Almanya) ile ¢alisan
Bruker 700 MHz’lik spektrometre (Bruker BioSpin S.r.l.; Rheinstetten, Almanya) ile
elde edildi (Sekil 2.1). BTO 2000 termocouple, 6rneklerin yaklasik 0,1K seviyesinde
sicaklik stabilizasyonu icin kullamldi. Olgiimden 6nce, diger tiim ekstraktlarin
310K’da ve idrar su bazli 6rneklerin 300K’da sicaklik dengelenmesi i¢in drnekler en

az 5 dakika NMR prob basi i¢inde tutuldu.
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Sekil 2.1. Bruker 700 MHz’lik spektrometre (Bruker BioSpin, Rheinstetten,

Almanya.

Her bir su bazli ve lipid bazli 6rnek i¢in tek boyutlu proton NMR spektrumu,
standart Nukleer Overhauser Efekt spektroskopi puls sekansi kullanilarak (NOESY 1
D presat; noesygpprld.com; Bruker BioSpin), 98,304 veri noktasi, 18,028 Hz
spektral genislik ve 2,7 s veri elde etme siiresi, 4 s relaksasyon gecikmesi, 0,01 s
karistirma siiresi ve farkli sayilarda ekstraktin tipine gore taramalar (128 tarama hem
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serum su/lipid bazli ve karaciger lipid bazli 6rnekler i¢in; 256 tarama karaciger su

bazli ekstraktlar; 64 tarama idrar su ve lipid bazli 6rnekler igin) ile elde edildi.

Ek olarak, serum su bazli ekstraktlar igin standart spin eko CPMG!
(cpmgprld.comp; Bruker BioSpin) ile birlikte 128 tarama, 73,728 veri noktas1 ,
12,019 Hz’lik spektral genislik ve 3,1 s elde etme siiresi kullanilarak baska bir *H-
NMR spektrumu elde edildi.

2.8.3 Spektral Proses

Fourier degisimi uygulanmadan Once serbest indiiksyon ayrilmalar1 0,3 Hz
siir genisletici faktére denk tistel fonksiyon ile ¢arpildi. Degisime ugramis spektra
otomatik olarak faz ve temel distorsiyonlar i¢in diizeltildi ve TopSpin 3,2 (Bruker
BioSpin) kullanilarak kalibre (anomerik glikoz doublet serum su bazli ekstraktlar
icin 5,24 ppm, TMSP singlet karaciger ve idrarin hidrofilik ekstraklari i¢in 0,00 ppm
ve kloroform singlet lipid bazli 6rnekler i¢in 7,20 ppm) edildi.

0,2 ile 10,0 ppm arasindaki her bir 1D spektrum, 0,02 ppm’lik kimyasal
degisim kutularinda segmentlendi ve AMIX yazilimi kullanilarak (3.8.4 versiyon,
Bruker BioSpin) uyumlu spektral alanlara entegre edildi. Kutulama teknigi ile total
degiskenlerin sayis1 azaltildi ve sinyallerdeki kiiciik kaymalar telafi edildi. Boylece
analiz daha giiclii ve tekrarlanabilir hale getirildi (Holmes ve ark 1994).

Su bazli ekstraktlar igin, 4,60 ile 4,85 ppm arasindaki H2O sinyal rezidiisii
iceren bolgeler uzaklastirildi, yerine 6,90 ile 7,55 ppm arasinda kloroform sinyali
iceren bolgeler lipid bazli ekstraktlarin spektrumundan uzaklastirildi. Dokularin

tanimlanmasi i¢in kalan kutulara PQN uygulandi (Dieterle ve ark 2006).

2.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel anlam, tiim hematolojik ve biyokimyasal degiskenler icin One
way ANOVA testi kullanilarak belirlendi. Tiim metabolomik analizleri ve verilerin
istatistiksel analizi i¢in bir agik kaynak yazilimi olan R kullanildi (Caixeta ve ark
2014). Islenmis veriye multivaryant analizi uyguland: ve ilk arastirma yaklasimi

olarak PCA kullanildi. Denetimli teknik olarak latent yapilara OPLS uygulandi.
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Uygulanan bu teknik ile, normalde spektroskopik veri modellemesi i¢in kullanilan
multivaryant projeksiyon metodu gosterildi. PLS metodunun (Ceciliani ve ark 2018)
bir modifikasyonu olan bu algoritma ile veride dogrusal iliskili yanit (response
linearly related) ile iliskisiz ortogonal yanit (response unrelated orthogonal) degerleri
birbirinden ayrildi ve veri yorumlamasi daha basit hale getirildi (Trygg ve Wold
2002).

Farkli siniflandirmalar igin dogruluk ve yanilma matrisleri Monte Carlo
kross-validasyonu diizeninin (MCCV, R scrip in-house developed) 100 siklusunun
ortalamasi ile degerlendirildi. Bu metot i¢in verinin %90°’1 ¢aligma seti olarak her bir
tekrarlamada, rastgele veriler model olusturmak i¢in segildi. Kalan %10’luk veri test
edildi ve siniflandirma i¢in sensitivite, spesifite ve dogruluk olusturuldu. Bu prosediir

her bir grubun ortalama ayirt edici dogrulugunu tiiretmek i¢in 100 kez tekrarlandi.

Tim NMR spektrumuna PQN metodu ile normalize edilmis univaryant
istatistiksel analiz uygulandi. AMIX 3.8.4 yazilimi1 (Bruker BioSpin) ile farkli
metabolitler ile iligkili spektral bolgeler belirlendi. Ayni bdlgeler istege bagh
birimlerde metabolitlerin konsantrasyonlarini elde etmek icin entegre edildi.
Calismadaki sigir gruplart arasinda ayirt edici metabolitleri belirlemek igin
konsantrasyonlarin analizleri yapildi. Wilcoxon signed-rank testi (Neuhauser 2011)
metabolit konsantrasyonlarinin normal olarak dagilmadigi biyolojik varsayim
gruplar1 arasinda farkli metabolitlerin sonuglarin1 ¢ikarmak i¢in uygulandi. FDR
Benjamini-Hochberg metodu (Benjamini ve Hochberg 1995) uygulanarak diizeltildi
ve ayarlanmis p degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Islenmis 1D
spektrumu, dncelikle saglikli sigirlar ile hastalar arasindaki baslica farkliliklara genel

bir bakis olusturmak i¢in PCA ile analiz edildi.

1D NOESY’deki PCA skor alanlar1 ve su bazlu serum orneklerinin 1D
CPMG’deki alanlar1 Sekil 4 (a) — (g)’de sematize edildi. Sonug skor alanlari, saglikli
sigirlarin  hastalardan ayirt edilmesinde yeterli bulunmadi. Hasta sigirlarin
sagliklilardan ayirt edilmesinde rapor edilmis belirgin farkliliklar yoktu. Sagliklilar
ile hasta sigirlar arasindaki farkliliklar1 arastirmak i¢cin OPLS yetkilendirilmis metot

kullanildi. OPLS modelleri 1D NOESY spektrada ve su bazli serum 6rnekleri 1D
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CPMG’de yapild1 ve farkli sayidaki igerikler drnek tipine bagl olarak model i¢inde
tutuldu. Yapilmis tim modeller, kross-validasyon analizinin tahmini dogrulugu
tarafindan her bir grubun sigirlari, yiiksek dogruluk ile birbirinden ayirt edildi.
Calisma gruplar arasindaki ayirim Sekil 5 (a) — (g)’de sunuldu. Yapilan bu
modelleme ile ¢alismamizdaki saglikli sigirlar hastalardan >%80 dogruluk orani ile
serum, idrar ve karaciger biyopsi Ornek tiplerinde birbirinden ayirt edildi. Ayrica
serum metabolitlerine biyokimyasal baglant1 haritas1 ve bununla iliskili yolak analizi

uygulandi.

3. BULGULAR

3.1. Hematolojik ve Kan Gaz1 Bulgulan

Saglikli grup ile karsilastirildiginda RDA’li grubun laktat (p<0,02), pH
(p<0,05), BE (p<0,000), HCOs (p<0,000) ve pCO. (p<0,006) seviyeleri onemli
Olciide yiiksek bulundu. Hematolojik parametrelerdeki diger onemli degisimlere
ragmen bunlar normal referans sinirlari igerisindeydi. Calismaya dahil edilen sigir

gruplariin hematolojik bulgular: Tablo 3.1’de sunuldu.

Tablo 3.1. Saglikli, LDA’li ve RDA’ll sigirlarin hematolojik ve kan gazi

parametreleri.

Parametre Saghkh LDA RDA p degeri
WBC (x 109/L) 13,71+4,81 16,70+11,05 11,5243,21 0,231
RBC (x 1012/L) 7,35+1,40b 8,36+1,22ab 8,79+1,29a 0,007
MCV 47,41£5,73 48,15+4,74 46,48+6,04 0,669
MCHC (x 10 g/L) 34,62+2,77a 31,64+2,47b 30,73+1,96b 0,000
PCV (%) 34,15+4,51b 40,11+6,61a 41,05+8,51a 0,002
Hb (x 10 g/L) 11,77£1,28 12,75+1,95 12,53+2,22 0,150
pH 7,44+0,03ab 7,42+0,07b 7,49+0,06a 0,019
Laktat (mmol/L) 1,49+1,01b 2,80+2,39ab 3,97+3,99a 0,028
pO2 (mmHg) 35,72+6,89 31,80+5,05 31,87+£2,98 0,032
pCO2 (mmHg) 36,70+5,80b 38,67+5,68b 44,43+3,92a 0,006
HCO3 (ymol/L) 25,30+2,14b 24,88+5,21b 33,47+7,16a 0,000
BE (ymol/L) 1,1742,41b 1,10£6,13b 10,18+7,00a 0,000
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3.2.  Biyokimyasal Bulgular

Saglikli grupla karsilastirildiginda hasta gruplarin serum 6rneklerinde NEFA
(p<0,000), GGT (p<0,001), BUN (p<0,000), kreatinin (p<0,01) ve CRP (p<0,05)
seviyeleri yiiksek; K (p<0,000), Na (p<0,000), Ca (p<0,000), total protein (p<0,001)

ve Cl (p<0,000) seviyeleri ise diisiik bulundu. Hasta gruplarinda trigliserit seviyeleri

LDA’li grupta yiiksek iken RDA’ll grupta diisikti (p<0,01). Biyokimasal

parametrelerdeki diger onemli degisimlere ragmen bunlar normal referans simirlari

igerisindeydi. Calismaya dahil edilen sigir gruplarinin biyokimyasal bulgular1 Tablo

3.2’te sunuldu.

Tablo 3.2. Saglikli, LDA’l1 ve RDA’l1 sigirlarin biyokimyasal parametreleri.

Parametre Saghkh LDA RDA p degeri
AST (U/L) 134,40+45,56 191,38+120,86 175,62+137,23 0,155
ALP (U/L) 58,30+12,97 63,47+29,59 79,62+41,76 0,189
GGT (U/L) 15,90+5,87b 41,52434,26ab 70,75+63,33b 0,001
LDH (U/L) 2070,60+247,84 2005,59+571,85 2109,75+381,83 0,797
CK (U/L) 326,10+212,07 487,64+498,11 395,37+279,31 0,353
Trigliserit (mg/dL) 31,05+30,02ab 55,54+45,15a 20,50+14,17b 0,016
Total bilirubin (mg/dL)  2,18+1,06a 0,76+0,40b 0,76+0,41b 0,000
Kolesterol (mg/dL) 130,90+60,18 115,47+40,03 110,25+46,85 0,417
Total protein (g/dL) 7,89+0,69a 6,96+1,04b 6,70+1,21b 0,001
Albumin (g/dL) 3,56+0,32a 3,24+0,46ab 3,11+0,41b 0,012
Glikoz (mg/dL) 52,75+9,77b 82,66+51,13b 127,25+56,18a 0,001
NEFA (mmol/L) 0,28+0,36b 1,26+0,60a 1,09+0,56a 0,000
BHBA (mmol/L) 0,82+0,50b 1,94+1,35a 0,97+0,77ab 0,001
Kalsiyum (mg/dL) 13,05+1,10a 10,95+1,32b 10,52+1,58b 0,000
Magnezyum (mg/dL) 2,16+0,43a 1,55+0,43b 2,17+0,96a 0,000
Fosfor (mg/dL) 7,20+1,31a 4,93+1,69b 5,90+2,82ab 0,000
Sodyum (mmol/L) 146,90+5,41a 139,76+5,30b 139,75+5,20b 0,000
Potasyum (mmol/L) 4,24+0,38a 3,43+0,64b 2,92+0,73b 0,000
Klor (mmol/L) 104,60+3,25a 98,30+7,67a 85,25+13,93b 0,000
BUN (mg/dL) 8,30+1,68b 10,19+6,12b 21,87+16,38a 0,000
Kreatinin (mg/dL) 1,09+0,15b 1,15+0,38b 1,62+0,90a 0,011
CRP (nmol/L) 5,52 +4,57a 10 £5,81ab 12,67 +6,38b 0,020
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3.3. Metabolomik Profiller

Calismadaki tim gruplardan alinan serum, karaciger ve idrar orneklerinin
NMR spektrumlari elde edildi. Bazi1 6rnekler (su bazli serum ekstraktlari i¢in 2 adet,
serum lipid ekstraktlar1 i¢in 5 adet, lipid bazli karaciger 6rnekleri i¢in 6 adet ve lipid
bazli idrar 6rnekleri i¢in 5 adet 6rnek) kotii spektrum kalitesinden dolay istatistiksel

analizden ¢ikarildu.

'H-NMR spektrumu, ayrica hasta (hem LDA, hem RDA) ve saglikli
sigirlarda degisen metabolitlerin identifikasyon analizi i¢in de kullanildi. Identifiye
ve kantifiye edilen her bir 6rnek tipindeki (lipofilik ve hidrofilik fraksiyonlar)
metabolitlerin tam listesi Tablo 3.3’de sunuldu ve lipofilik ve hidrofilik fraksiyonlar
her bir 6rnek tipinde (serum, karaciger, idrar) Sekil 3.1-3.18’de sematize edildi. p
degerleri sadece belirgin anlamli (p<0,05) metabolitler icin rapor edildi. Ozellikle her
bir ornek tipi icin, saglikli sigirlar hem LDA’llh hem de RDA’ll sigirlarla
karsilastirildi. Buna ek olarak iki deplasman tipi arasinda onemli 6l¢iide farkli olan
metabolitleri vurgulamak i¢in LDA’l1 ve RDA’ll sigirlar arasinda da karsilagtirma

yapildi.

Hasta gruplarin serum orneklerinde su bazli metabolitlerden hippiirat
(p<0,00000001 (saglikli ve LDA Kkarsilagtirmasi) p<0,00001 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)), glisin (p<0,05 (saglikli ve LDA karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi) p<0,05 (LDA ve RDA karsilagtirmasi)), sitrat (p<0,00000001
(saglikli ve LDA karsilagtirmasi) p<0,0001 (saglikli ve RDA karsilastirmast)),
trimetilamin n-oksit (p<0,000000001 (saglikli ve LDA karsilagtirmasi) p<0,0001
(saglikli ve RDA karsilastirmast)), tirozin (p<0,0000000001 (saglikli ve LDA
karsilastirmasi) p<0,0001 (saglikli ve RDA karsilagtirmasi)), propiyonat (p<0,00001
(saglikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)), treonin
(p<0,05 (saglikli ve LDA karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve RDA karsilagtirmast),
2-aminobiitirik asit (p<0,05 (saglikli ve LDA karsilagtirmasi) p<0,001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi) p<0,001 (LDA ve RDA Kkarsilagtirmasi)), asetat (p<0,00001
(saghiklt ve LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmast)),
izoldysin (p <0.00001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)) ve alanin (p<0,001 (saghkli ve LDA karsilastirmasi) p<0,0001
(saglikli ve RDA karsilastirmasi)) seviyeleri saglikli grup ile karsilastirildiginda daha
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diisiik bulundu. Bu parametrelerden glisin ve treonin hari¢ digerlerindeki diisiis
LDA’li grupta c¢ok daha anlamli olmustur (p<0,000000001). Ayrica, bu
metabolitlerden glisin (p<0,05 (LDA ve RDA Kkarsilastirmasi)), 2-aminobiitirat,
(p<0,001 (LDA ve RDA Kkarsilastirmasi)) ve lizin (p<0,05 (LDA ve RDA

karsilastirmasi)) hasta gruplari arasinda da farklilik gosterdi.

Hasta gruplarin serum orneklerinde lipid bazli metabolitlerden kolesterol
C(18)H3z (p<0,00001 (saglhikli ve LDA Kkarsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)),  kolesterol-C(20,22,23)H2>  (p<0,00001  (sagliklhi ve LDA
karsilagtirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)), kolesteril ester-C(3)H
(p<0,00001 (saglhikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saghkli ve RDA
karsilastirmasi)), yag asidi-(CH2)n- (p<0,0001 (saglikli ve LDA karsilagtirmasi)
p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)), yag asidi-CHs (p<0,00001 (saglikli ve
LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)), yag asidi-CH»-CO
(p<0,0000001 (saghkli ve LDA karsilagtirmasi) p<0,001 (saghkli ve RDA
karsilagtirmas1)), yag asidi=CH CH2 CH: (p<0,0000001 (saglikli ve LDA
karsilastirmasi) p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)), gliserol backbone-(CH2)-
(p<0,000001 (saghikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,0001 (saghkli ve RDA
karsilagtirmasi)), fosfogliseritler-CH- (p<0,000001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi)
p<0,0001 (saglikli ve RDA Kkarsilastirmasi)), fosfolipidler N(CHz)s (p<0,000001
(sagliklt ve LDA karsilastirmasi) p<0,0001 (saglikli ve RDA karsilastirmast)), ¢coklu
doymamis yag asitleri (PUFA)(18:2, bis allilik protonlar) (p<0,0000001 (saglikli ve
LDA karsilastirmasi) p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)) ve doymamis yag
asidi-CH=CH- (p<0,00001 (saglikli ve LDA kargilagtirmasi) p<0,05 (saglikli ve
RDA Kkarsilastirmasi)) seviyeleri saglikli grup ile karsilastirildiginda daha diistik
bulundu. Bu parametrelerdeki diistis LDA’Ih grupta ¢cok daha anlamli olmustur.
Bunun yaninda hasta gruplarin 2-hidroksibiitirat (p<0,0000001 (saghkli ve LDA
karsilastirmasi) p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmast)), inosin (p<0,001 (saglikli
ve LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)) ve laktat (p<0,05
(sagliklt ve LDA karsilastirmasi), (saglikli ve RDA karsilastirmasi)) seviyeleri ise
saglikli grup ile karsilastirildiginda daha yiiksekti.

Hasta sigirlarin  karaciger oOrneklerinde su bazli metabolitlerden 2-

hidroksibiitirat (p<0,05 (saghkli ve LDA karsilastirmasi), (saglikli ve RDA
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karsilastirmasi)), gliserol (p<0,000000001 (saglikli ve LDA karsilastirmast), p<0,05
(saglikli ve RDA karsilagtirmasi)), myoinositol (p<0,00001 (saglikli ve LDA
karsilastirmasi), p<0,001 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)) seviyeleri her iki hasta
grubunda yiiksek iken glikoz (p<0,0001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi), p<0,001
(sagliklt ve RDA karsilastirmasi)) saglikli grup ile karsilastirildiginda diisiik
bulundu. Kreatin seviyesi RDA’l1 grupta diger gruplar ile karsilagtirildiginda daha
yiiksekti (p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmasi), p<0,05 (LDA ve RDA

karsilastirmast)).

Hasta sigirlarin karaciger Orneklerinde lipid bazli metabolitlerden coklu
kolesterol protonlar1 (p<0,05 (saglikli ve LDA karsilagtirmasi), (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)), yag asitleri-CHs-(CH2)a-  (p<0,0000001 (saglikli ve LDA
karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve RDA Kkarsilastirmasi)), yag asitleri-(CH2)n-
(p<0,000001 (saglhikli ve LDA karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilagtirmas1)), yag asitleri-CH2-CO  (p<0,0000001  (saghkli ve LDA
karsilastirmasi), p<0,05 (sagliklt ve RDA karsilastirmasi)) seviyeleri saglikli grup ile
karsilastirildiginda yiiksek bulundu. Bu parametrelerdeki artis LDA’l1 grupta ¢ok
daha anlaml1 olmustur (p<0,000000001).

Hasta sigirlarin  idrar Orneklerinde su bazli metabolitlerden allantoin
(p<0,000001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)), kolin (p<0,000001 (saglikli ve LDA karsilagtirmasi), p<0,001
(saghklt ve RDA karsilagtirmasi)), kreatinin (p<0,0001 (sagliklhh ve LDA
karsilastirmasi), p<0,001 (saghkli ve RDA karsilastirmasi)), dimetilamin
(p<0,00000001 (saghkli ve LDA karsilastirmasi), p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)) ve laktat (p<0,05 (saglikli ve LDA karsilastirmasi), (saglikli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)) seviyeleri saglikli grup ile karsilastirildiginda daha yiiksekti.
Bunun yaninda hasta gruplarin dimetil siilfon (p<0,0000001 (saglikli ve LDA
karsilagtirmasi)  p<0,05 (saghkli ve RDA  karsilastirmasi)), hippiirat
p<0,000000000001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,0001 (saglikli ve RDA
karsilastirmas1)) ve trimetilamin-n-oksit (p<0,0000001 (saghkli ve LDA
karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA karsilastirmasi)) seviyeleri saglikli gruba
gore daha diisiikti. Bu parametrelerdeki diistis LDA’ll grupta ¢cok daha anlamh
olmustur (p<0,000000001).
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Hasta gruplarin idrar 6rneklerinde, diger gruplar ile karsilagtirildiginda su
bazli metabolitlerden format (p<0,05 LDA ve RDA karsilastirmasi) LDA’l1 grupta,
laktoz ise (p<0,05 (LDA ve RDA karsilastirmasi)) RDA’l1 grupta daha diistiktii.

Hasta sigirlarin idrar Orneklerinde lipid bazli metabolitlerden gliserol
backbone-(CHy)- (p<0,0000001 (saglikli ve LDA karsilastirmasi) p<0,001 (saglikli
ve RDA karsilagtirmasi)) seviyesi saglikli gruba gore daha yiiksek; yag asitleri-CHo-
CH2-CO (p<0,0001 (saghkli ve LDA karsilastirmasi) p<0,05 (saglikli ve RDA
karsilastirmasi)) seviyesi ise daha diistiktii. Bu parametrelerdeki degisimler LDA’I1
grupta ¢ok daha anlamliydi. Hasta gruplarin idrar 6rneklerinde, diger gruplar ile
karsilagtirildiginda lipid bazli metabolitlerden yag asitleri —CHs-(CH2)n~ p<0,0001
(RDA ve LDA Kkarsilastirmasi)) ve yag asitleri-(CH2)n (p<0,001 (RDA ve LDA
karsilastirmasi)) seviyeleri LDA’11 grupta daha diistiktii.

Ug farkli matrisin (serum, karaciger ve idrar ornekleri) analizlerinden elde
edilen en Onemli bulgular 6zetlenirse hippiirat, sitrat, dimetilsiilfon, trimetilamin
oksit, tirozin, propiyonat ve 2-aminobiitirik asit seviyeleri istatistiksel olarak
(p<0,01) anlamliydi ve LDA ve RDA’ll sigirlarda serum seviyeleri saglikli gruba
gore daha diisiiktii. Karaciger 6rneklerinin analizinde glikoz, istatistiksel olarak en
anlaml (p<0,001) metabolit olarak tespit edildi ve LDA ve RDA’l1 sigirlarda serum
Konsantrasyonu oldukca diisiiktii. Idrar analizinde sadece trimetilamin oksit (p< 0,05)
LDA ve RDA’l sigirlarda disiiktii. Fosfogliseritler, fosfolipidler, doymamis ve
¢oklu doymamis yag asitleri ve sfingomyelinler istatistiksel olarak (p< 0,05)
anlamliyd: ve hasta sigir grubunda serum konsantrasyonlar: diistiktii. Benzer diisiis
karaciger ve idrar Orneklerinde belirlenmedi. Serum metabolitlerinde yapilan
biyokimyasal baglanti ve yolak haritalamasi ile AD durumunda en olasi degismis
metabolik yolagin valin, 16ysin ve izolOysin biyosentezi ve fenilalanin, tirozin ve
triptofan biyosentezi oldugu vurgulandi. Serum metabolitlerinin biyokimyasal ag ve
yolak haritalart Sekil 6 ((al —a4) — (b))’ te sunuldu.
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Tablo 3.3. Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinden (hem hidrofilik hem de lipofilik
fraksiyonlar) istege bagli segilen birimlerin konsantrasyonlar: (ortalama + ortalama
kesin sapma). Karsilastirmalarda istatistiksel olarak 6nemli p degerleri de rapor

edilmistir.
SAGLIKLI LDA RDA
Metabolitler (1stege. bagh (1stege. bagh (1stege.s bagh p degeri
secilen secilen secilen
birimleri) birimleri) birimleri)
<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)
145,0 = 63,4 67,9285 20,6 + 10,1 Rg’fﬁ;r(;li“ag;t‘ﬂ;zg)
2-aminobiitirat <0,001 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)
<0,0000001 (saglikli
ve LDA
32+32 2012£1553  3114%1654 (i
2-hidroksibiitirat RDA Kargilagtirmast)
) . <0,05 (saglikli ve
3-hidroksibiitirat 4896,0 +£984,3  8454,3 +5252,8 3%21]621i LDA karsilastirmas)
3-
hidroksiizobiitirat 212,3+58,0 228,9 + 68,2 265,9+101,9
<0,00001 (saglikli ve
LDA karsilagtirmast)
15;3%%* 0,01 +0,01 0,01 0,01 <0,05 (saglikli ve
Asetat ' RDA karsilastirmast)
<0,001 (saglikli ve
Alanin 1603,0+305,1 1082943373 80082300  of aasies)
RDA karsilastirmasi)
Serum su Benzoat 272+148 1854185  150,2+130,7
solubl Karnitin <0,05 (saglikli ve
(SWS) 681,9+£97,0 1000,0 +451,8 752,3 +354,5 LDA Kkarsilastirmast)
<0,00000001 (saglikly
Sitrat ve LDA
28144 +£242,9 698,6 +333,4 907,5+188,2 kargilagtirmast)
<0,0001 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)
Kolin
456,2 + 86,6 531,9 £ 146,7 393,5+110,8
. <0,05 (saglikli ve
Kreatin 2285,0 +357,1 1788,7 +385,9 15;](')%?;i LDA kargilagtirmast)
Kreatinin 1087,8 +
943,9 +£139,0 819,1+172,9 449 4
<0,000000001
‘ ) (saglikli ve LDA
Dimetilsilfon 661911809 1797:828  1363+413 lgzrggi‘s(gg‘iﬂ v
RDA karsilastirmasi)
Format <0,05 (saglikli ve
650,8 +77,0 509,9 + 155,6 564,1 £+97,1 LDA kargilagtirmast)
<0,05 (saglikli ve
LDA kargilastirmasi)
6755+ 1105 7450+ 244,7 1466,1 + <0,05 (saghkl ve
Fruktoz 378,3

RDA karsilastirmasi)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilastirmasi.

Glisin

Glikoz

Glutamin

Hippiirat

nosin

1zoloysin

Serum su

solubl Laktat

(SWS)

Loysin

Lizin

Mannoz

Myoinositol
Fenilalanin

Prolin

Propriyonat

Siiksinat

Treonin

Trimetilamin N-
oksit

2180,8 £213,5

1233,0 +106,3

193+7,8

4372+ 1157

6,13 £6,13

675,8 £106,4

2240,6 +426,1

1169,5+195,8

559,9 + 44,9

205,0 +40,9

83,7+17,4

486,9 + 60,0

176,9 +27,8

60,3 +16,0

791,9+142,8

57,1+10,1

4120,1 £1074,2

1270,3 +£460,7

1105,7 £256,1

40,1 £13,7

58,2 +33,2

25,1 +18,8

352,1+118,2

3023,0 +1328,1

816,5 +318,1

545,9 + 58,3

265,0+72,5

83,7+24,0

342,7+79,3

146,0 +35,4

27,6 £13,0

570,7 +170,8

47,0+ 13,0

1263,6 + 340,4

184,8 +184,8

1434,0 =
342,2

15,7+ 13,2

54,0 +15,8

38,3+10,1

150,2 +50,3

3024,6 &
900,6

481,4 +136,5

468,9 + 38,1

4572 + 68,2

93,9 +43,6

297,2 £98,2

139,4£61,5

24,7+8,6

558,5 +194,9

315+10,4

1535,7 +
281,8

<0,05 (saglikli ve
LDA karsilagtirmast)
<0,05 (saglikli ve
RDA Kargilagtirmast)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,001 (saghikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,00000001 (saglikl1
ve LDA
kargilastirmast)
<0,00001 (saglikl1 ve
RDA Kkargilagtirmast)

<0,001 (saghkli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)

<0,00001 (saglikli ve

LDA karsilagtirmast)
<0,05 (saglikli ve

RDA karsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
RDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,001 (saglikli ve
LDA kargilastirmasi)

<0,05 (saglikl ve
RDA karsilastirmasi)

<0,001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikl ve
LDA kargilastirmasi)
<0,00001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)

<0,05 (saglikl ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikl1 ve
LDA karsilastirmast)

<0,05 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)

<0,000000001
(saglikli ve LDA
kargilastirmast)
<0,0001 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilastirmasi.

Tirozin

Tanimnmamis

Valin

Kolesterol
C(18)Hs

Kolesterol -
C(20,22,23)H-

Kolesteril ester -
C(3)H

Serbest kolesterol
C(3)-H
Yag asidi -
CH=CH-CH>-
CH=CH-

Yag asidi -
(CH2)n-

Yag asidi -CH3s

Yag asidi -CHa-

co
S Yag asidi
erum —
lipidsolupl < H-CH2_CHz
(SLS)

Gliserol backbone
—(CHo>)-

Fosfogliseritler -
CH-

Fosfolipidler
N(CHs)s

Coklu doymamis
yag asitleri
(PUFA) (18:2, bis
allilik protonlar)

Sfingomyelin -
CH=CH-

Doymamis yag
asidi -CH=CH-

210,2+39,3

806,8 +101,5

1037,2 £222,9

92228,9 +
23815,5

96059,4 +
23169,5

18006,6 +
4574,6

8083,6 + 1364,7

17792,4 +
3499,8

16157493 +
2544344

1421114 +
43363,0

56704,1 +
13705,7

81686,8 =
24564,3

2870,3 £ 665,6

13212,6 +
2528,7

169112,5 +
33440,1

57311,7
18174,2

2997,6 +513,0

185955,1 +
52747,7

79,7+26,5

724,0+£210,9

798,0 £267,0

47223,8 £
13086,6

48743,5 =
13234,9

7914,7 + 25240

5712,1 +2134,8

16022,5 +
6185,2

1233196,9 +
171325,7

80141,0 +
18795,6

28166,0 +
5875,4

34361,4 +
11049,9

1761,0 + 404,6

8006,1 +1844,0

107897,8 +
23962,2

25810,8 +
7702,0

20242 +522,9

117222,1 +
28036,2

65,7+ 12,4

755,7+373,1

360,8 +116,9

51198,9 +
8451,9

53844,7 +
7671,8

9110,7 +
1023,9

6336,3 £
896,8

14097,5 +
7392,1

1173938,0 +
83905,6

88449,1 +
11524,3

294113 +
2962,7

30264,7 £
6366,5

1337,1 +
235,6

5869,4 +
1368,8

93096,8 +
14665,1

219218 +
4081,7

2359,6 +
358,0

109687,6 +
20646,2

<0,0000000001

(saglikli ve LDA

karsilastirmasi)
<0,0001 (saglikli ve
RDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,00001 (saglikl1 ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
RDA Kargilagtirmast)
<0,00001 (saglikli ve
LDA karsilagtirmast)
<0,05 (saglikli ve
RDA Kargilagtirmast)
<0,000001 (saglikl ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0.05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,0001 (saglikli ve
LDA karsilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,00001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,0000001 (saglikli
ve LDA
karsilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)
<0,0000001 (saglikli
ve LDA
karsilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,000001 (saglikl ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,0001 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)
<0,000001 (saglikl ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,0001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,000001 (saglikl ve
LDA kargilastirmasi)
<0,0001 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,0000001 (sagliklt
ve LDA
kargilastirmast)
<0,001 (saglikli ve
RDA kargilagtirmast)

<0,05 (saglikli ve
LDA kargilastirmasi)

<0,00001 (saglikl1 ve

LDA kargilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve

RDA Kkargilagtirmast)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilastirmasi.

Tanmnmamis lipid

2-aminobiitirat

2-hidroksibiitirat

3-hidroksibiitirat

2-hidroksivalerat

Asetat

Alanin
Aspartat

Kolin

Kreatin

Kreatinin
Format

Fumarat

Gliserol

Karaciger )
su sn-Glisero-3-
solubl fosfokolin

(LWS)
Glisin

Glikoz

Glutamat

1zol6ysin

Izopropanol

Laktat

Loysin

Myoinositol

719,2+85,1

84,6 £35,1

39,1134

649,8 £210,0

192,8 £75,2

156,7 £ 54,5

1684,8 +317,7

2233+45,0

54944 +1219,7

613,5+223,1

429,1 +107,8
42,7+17,4

51,7+21,6

3355+78,1

6496,9 +1722,2

1180,1 £275,8

316,3 £ 1444

91,8 +£26,9

433+19,9

16,5+6,4

977,6 +247,6

279 +279

39,5+16,9

872,8+£171,5

105,7 £55,1

57,1+£23,1

638,5 +431,6

113,2+76,0

99,7 + 38,6

1251,5+335,9

137,5+40,5

6712,6 +1175,0

663,8 +331,4

463,8 +182,7
51,0+19,8

67,5+18,4

678,9+93,9

5391,4 +1085,4

2091,9 +306,7

25,7 £25,7

116,5 +£35,7

31,6118

19,2 +8,7

657,6 +120,0

44,0 £20,6

91,2 £28,0

709,8 + 73,7

84,3+37,0

58,5 +10,7

321,4 +£235,7

206,4 +100,1

202,5+52,1

901,6 + 486,6
117,9 £ 66,5

6621,9 &
2257,1

1152,4 +
298,8

401,9 +153,6
85,2 + 64,0

47,6 £46,0

638,2 £201,4

31542 +
13175

1759,6 +
543,4

3,1+31

73,8+59,5

350+75

373+£10,6

837,5+438,1

342 +£153

117,0 £35,0

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
RDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA karsilagtirmast)
<0,05 (LDA ve RDA
kargilastirmast)

<0,05 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,000000001
(saglikli ve LDA
karsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
RDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
LDA kargilastirmasi)
<0,001 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,0001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,0001 (saglikli ve

LDA Kkarsilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve

RDA kargilagtirmast)

<0,05 (saglikl ve
RDA kargilagtirmast)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saglikli ve
LDA kargilastirmasi)

<0,00001 (saglikl1 ve

LDA kargilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve

RDA kargilagtirmast)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilastirmasi.

O-fosfokolin
Suksinat
Urasil

Uridin

Tanimnmamisg

Valin

Serbest kolesterol
-C(3)H-

Total kolesterol -
C(18)Hs

Coklu kolesterol
protonlart

Yag asitleri -CHs-
(CH2)n-

Yag asitleri —
(C H Z) n-

Yag asitleri -CHa-
CH2-CO

Yag asitleri -CHa-
CH=

Yag asitleri -CHa-
co

Yag asitleri =CH-

CH2-CH=
Karaciger
lipid o
Yag asitleri -
solubl CH=CH-
(LLS)

Gliserol backbone
—(CHo>)-

Fosfogliseritler -
CH-

Fosfatidilkolin
Sfingomyelin-
kolin

Taninmamis 1

Taninmamis 2

1956,1 +474,6
236,6 +42,7
52,7+46,5

69,3 +30,1

278,6 + 78,2

111,4+36,9

873,5+393,6

3367,7 £ 818,9

4930,3 +373,3

78874,6 =
74243

6721459 +
75460,2

455655,5 =
113667,9

34891,7 +
10498,9

47047,6 =
10198,8

26475,0 =
10383,5

47835,0 =
17628,7

199,2 £199,2

13916,0 +
4406,2

12167,2 +
4147,0

40154,9 +
13163,9

949,2 +156,8

3851,5 +629,2

2171,6 +548,4
223,0+31,8
56,5 +37,3

125,3 +£22,6

122,3+£37,7

78,1 £23,3

1112,8 +395,5

4317,6 +1699,1

6027,2 +1271,3

130014,7 £
32490,4

1034204,0 £
270216,9

549820,1 =
115872,8

573712+
39746,7

79889,6 +
33886,7

30851,1 +
15070,1

781929 +
42839,6

9267,3 +£9212,6

13895,6 £
5307,9

9516,6 +3512,6

291599 +
11177,4

581,2 + 68,1

3129,0 +318,4

3725,5 +
1229,3

193,7 £ 62,6
71,1+46,3

113,3+39,7

82,6 65,2

823+29,4

1205,4 +
349,2

4667,2 =
686,1

6327,8 £
567,6

97446,8 +
9668,3

853648,9 +
106179,1

601105,4 =
43428,1

52710,2 +
16408,1

64893,3 +
13046,1

24588,6 +
4016,0

56367,3 +
8661,7

16554 +
1438,7

16490,1 +
3156,4

12207,6 +
3018,5

38578,1 +
9073,0

654,5 + 82,1

3089,0 £
365,6

<0,00001 (saglikl1 ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (saglikli ve
LDA karsilagtirmast)
<0,05 (saglikli ve
RDA Kargilagtirmast)

<0,05 (saglhkli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)

<0,05 (saghkli ve
LDA karsilagtirmasi)
<0,05(saglikli ve RDA
karsilastirmasi)
<0,0000001  (saglikli
ve LDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
RDA Karsilagtirmast)
<0,000001 (saglikli ve
LDA karsilagtirmasi)
<0,05 (saghkli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)

<0,05 (saghkli ve
LDA karsilastirmast)

<0,001 (saghkli ve
LDA karsilastirmast)
<0,05 (saghkli ve
RDA karsilagtirmast)

<0,001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,000001 (sagliklt ve
LDA karsilastirmasi)
<0,05 (saglkli ve
RDA karsilasgtirmast)
<0,05 (saghkli ve
LDA karsilagtirmasi)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilastirmasi.

3-hidroksibiitirat

2-hidroksi-3-
metil-valerat

4-
hidroksifenilasetat

Asetat

Alanin

Allantoin

Benzoat

Sitrat

Kolin

Kreatin

Kreatinin

. Dimetilamin
Idrar

su
solubl

(UWS) Dimetil siilfon

Format

Fumarat

Glioksilat

Hippiirat

Izobiitirat

Laktat

Laktoz

N-fenilasetilglisin

2057,4 + 675,8

1526,9 +419,4

572,2 £ 60,0

6830,7 +2345,6

336,6 = 108,1

349,2 + 61,7

22,8 +22,8

4678,6 £3277,1

51,9+51,9

8791,9 +2611,7

10687,5 +
2748,9

279+ 18,2

1348,3 +300,8

1068,1 + 143,3

29,1 +26,9

49,8 £ 28,7

957143 +
5107,3

347,6 £207,2

1473,5+1473,5

360,1 +151,7

18749,8 +
4876,8

3756,0 +3329,4

2988,3 +1348,7

388,4 +138,6

1482,6 £ 1266,6

417,8 +379,1

5061,5 +3542,5

212,6 £212,6

1507,7 + 1286,6

365,0 +200,3

21502,2 +
8430,5

16234,4 +
6726,3

2248,5 +1265,4

275,6 +196,8

231,5+182,6

332+22,1

21,0 £20,7

24948,8 +
14254,0

637,1 £346,9

5027,5 +4525,9

1704,5 +1254,4

16422,8 +
4249,5

1168,0 +
895,7

1687,1 +
409,5

4442 + 1837

44812 +
4150,3

2437+52,1

5761,6 +
5104,0

0,8+0,8

19852 +
1733,5

389,0 £ 89,4

12218,0 £
9821,0

23289,9 +
10904,7

2272,1 +
1613,8

484,4 +220,2

12823 +
748,7
262+125
493 +£48,6

26049,2 +
7194,1

333,2+258,0

360,1 +151,7

2254 +2254

159275 +
2047,1

<0,05 (saghkli ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
LDA karsilagtirmast)

<0,001 (saglikli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,001 (saghkhh ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,000001 (saglikl1 ve
LDA karsilastirmast)
<0,05 (saghkli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)
<0,05 (saghkli ve
LDA karsilastirmasi)

<0,001 (saghkli ve
LDA karsilagtirmasi)
<0,000001 (sagliklt ve
LDA karsilastirmasi)
<0,001 (saghkli ve
RDA Karsilagtirmast)
<0,0000001  (saglkli
ve LDA
karsilastirmasi)

<0,0001 (saglkli ve
LDA karsilagtirmasi)
<0,001 (saghkli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)
<0,00000001 (saglikli
ve LDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
RDA karsilagtirmast)
<0,0000001  (saglikl
ve LDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
RDA karsilagtirmasi)
<0,00001 (saglkli ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
LDA karsilastirmasi)
<0,000000000001
(saglikli  ve LDA
karsilastirmasi)
<0,00001 (saglikli ve
RDA karsilagtirmast)

<0,05 (saghkli ve
LDA karsilastirmasi)
<0,05 (saghkli ve

LDA karsilagtirmasi)

<0,05 (saghkli ve
RDA karsilasgtirmast)
<0,001 (saghkli ve

LDA Kkarsilastirmasi)
<0,05 (RDA ve LDA
karsilagtirmasi)
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Tablo 3.3. (Devam). Serum, karaciger ve idrar 6rneklerinin karsilagtirmasi.

idrar
lipid

solubl
(ULS)

3-hidroksibiitirat

Trimetilamin N-
oksit

Tirozin

Taninmamus 1

Taninmamis 2

Taninmamis 3

Total kolesterol
C(18)H3

Gliserol backbone
—(CH2)-

Yag asitleri -CHs-
(CH2)n-

Yag asitleri -
(CH2)n

Yag asitleri -CHa-
CH2-CO

Yag asitleri =CH-
CH2-CH=

Yag asitleri -
CH=CH-

Taninmamis

2352,4 +1941,6

40396,6 +
34237

567,0 £ 125,3

7163,5 +1254,9

388,2+123,1

643,9+217,9

171,8+89,8

184+ 18,4

1222982 +
1434,7

85753,5 +
12290,1

274637,5 =
36310,8

140,6 = 73,5

643,0 +260,8

12492 + 93,4

1657,9 +1253,0

11389,4 +
6067,4

1452 +145,2

9895,8 + 3864,0

17152 +758,2

1255,1 +575,8

53,6 +53,6

197,6 £42,3

9413,9 + 806,0

56153,8 +
6561,3

2149632 +
26967,3

51,6 £ 51,6

384,6 +189,4

1142,7 £ 126,7

1903,9 +
1513,0

9964,5 +
3920,7

497,0 +474,1

10944,8 +
3811,2

539,8 +167,9

670,1 +163,3

0,01 +£0,01

165,3 £37,2

14060,8 +
351,8

94974,8 +
7035,4

2174878 +
24605,4

96,8 +17,8

325,7+£290,0

983,2 +127,8

<0,0000001  (saglikl
ve LDA
kargilastirmast)

<0,05 (saghkli ve
RDA karsilasgtirmast)
<0,05 (saghkli ve
LDA karsilagtirmast)
<0,05 (saghkli ve
LDA karsilastirmast)
<0,05 (saghkli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)
<0,00001 (saglikl ve
LDA karsilastirmasi)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)

<0,0000001  (saglikli
ve LDA
karsilastirmasi)

<0,001 (saglikli ve
RDA Kkarsilagtirmasi)
<0,05 (saghkli ve
RDA karsilastirmasi)
<0,0001 (RDA ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,001 (RDA ve LDA
karsilastirmasi)

<0,0001 (saglkli ve
LDA karsilastirmasi)
<0,05 (saghkli ve
RDA Kkarsilagtirmast)

<0,05 (saghkli ve
LDA Kkarsilastirmasi)

<0,05 (saghkli ve
LDA Kkarsilastirmasi)
<0,001 (saglikli ve
RDA karsilagtirmast)
<0,05 (LDA ve RDA
karsilastirmasi)
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Sekil 3.1. Su bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilastirmas.
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Sekil 3.2. Su bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu {izerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.3. Su bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmas.
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Sekil 3.4. Lipid bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilastirmas.
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Sekil 3.5. Lipid bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.6. Lipid bazli serum Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.7. Su bazli karaciger orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilagtirmas.
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Sekil 3.8. Su bazl karaciger Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.9. Su bazlh karaciger Orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.10. Lipid bazli karaciger orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.11. Lipid bazli karaciger orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.12. Lipid bazli karaciger orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.13. Su bazli idrar orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilagtirmas.
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Sekil 3.14. Su bazli idrar 6rneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.15. Su bazli idrar orneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmas.
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Sekil 3.16. Lipid bazli idrar 6rneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve LDA grubu karsilagtirmas.

60



Saghklhlarda yiiksek RDA’hlarda yiiksek

h#

Metabolitler

f 2 3

Logz(Foldchange)

o I.-
i

Sekil 3.17. Lipid bazli idrar 6rneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, saglikli ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 3.18. Lipid bazli idrar 6rneklerinde 1D NOESY spektrumu iizerinde tek
degiskenli analiz, LDA ve RDA grubu karsilastirmasi.
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Sekil 4 (a) — (d). Cok degiskenli analiz 1D NOESY {izerinde PCA Skor Alanlari. Skor
alanlarmin temel bilesenler analizi (PCA). Her bir nokta tek bir *H-NMR spektrumunu
gosterir ve her bir renk farkli sigir gruplarimi temsil eder: saglikli (sar1 noktalar), LDA
(kirmiz1 noktalar) ve RDA (mavi noktalar). (a) su bazli serum Orneklerinin 1D NOESY
spektrumu tizerinde PCA; (b) lipid bazli serum 6rneklerinin 1D NOESY spektrumu tizerinde
PCA; (c) su bazli karaciger 6rneklerinin 1D NOESY spektrumu iizerinde PCA; (d) lipid
bazli karaciger 6rneklerinin 1D NOESY spektrumu {izerinde PCA.
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Sekil 4 (e) — (g). (e) su bazli idrar 6rneklerinin 1D NOESY spektrumu iizerinde PCA; (f)
lipid bazli idrar orneklerinin 1D NOESY spektrumu iizerinde PCA; (g) su bazli serum
orneklerinin 1D CPMG spektrumu tizerinde PCA.
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Sekil 5 (a) — (b). Tiim ekstrakt tiplerinin OPLS skor alanlari. Her bir nokta tek bir *H-NMR
spektrumunu gosterir ve her bir renk farkli sigir gruplarimi temsil eder: saglikli (sar1
noktalar), LDA (kirmizi noktalar) ve RDA (mavi noktalar). (a) su bazli serum 6rneklerinin
1D NOESY spektrumu iizerinde OPLS; (b) lipid bazli serum Orneklerinin 1D NOESY
spektrumu lizerinde OPLS. Karisgiklik matrisleri ve kross-validasyon analizinin iligkili
ongorii dogrulugu her bir model igin rapor edilmistir.
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Sekil 5 () — (d). Tiim ekstrakt tiplerinin OPLS skor alanlar1. Her bir nokta tek bir *H-NMR
spektrumunu gosterir ve her bir renk farkli sigir gruplarmi temsil eder: saglikli (sar1
noktalar), LDA (kirmizi noktalar) ve RDA (mavi noktalar). (c) su bazli karaciger
orneklerinin 1D NOESY spektrumu iizerinde OPLS; (d) lipid bazl1 karaciger 6rneklerinin 1D
NOESY spektrumu iizerinde OPLS. Karigiklik matrisleri ve kross-validasyon analizinin

iligkili 6ngdrii dogrulugu her bir model i¢in rapor edilmistir.
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Sekil 5 () — (f). Tiim ekstrakt tiplerinin OPLS skor alanlar1. Her bir nokta tek bir *H-NMR
spektrumunu gosterir ve her bir renk farkli sigir gruplarimi temsil eder: saglikli (sar1
noktalar), LDA (kirmizi noktalar) ve RDA (mavi noktalar). (e) su bazli idrar 6rneklerinin 1D
NOESY spektrumu tizerinde OPLS; (f) lipid bazli idrar 6rneklerinin 1D NOESY spektrumu
tizerinde OPLS. Karsiklik matrisleri ve kross-validasyon analizinin iligkili 6ngorii
dogrulugu her bir model i¢in rapor edilmistir.
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Sekil 5 (g). Tiim ekstrakt tiplerinin OPLS skor alanlari. Her bir nokta tek bir *H-NMR
spektrumunu gosterir ve her bir renk farkli sigir gruplarmi temsil eder: saglikli (sari
noktalar), LDA (kirmizi noktalar) ve RDA (mavi noktalar). (g) su bazli serum 6rneklerinin
1D CPMG spektrumu tizerinde OPLS. Karigiklik matrisleri ve kross-validasyon analizinin
iligkili 6ngdrii dogrulugu her bir model i¢in rapor edilmistir.

68



al)

3-Hydroxy-2.ylpropanoic

a2)

Sekil 6 (al) — (a2). Saglikli ve LDA’Il sigirlarin karsilastirilmasi i¢in biyokimyasal ag
haritas1 ve serum su bazli metabolitlerin iligkili yolak analizleri. Metabolitlerin global ag
grafigi MetaMapp online araci kullanilarak elde edilmistir. Karsilastirmada yesil noktalar
konsantrasyonu anlamli olarak farkli (ayarlanmis p<0,05) olanlari, kirmizi noktalar ise
istatistiksel olarak anlamli olmayanlar1 gostermektedir. Nokta biiyiiklikleri Fold-change
degerlerini gostermektedir. Metabolitler arasindaki biyokimyasal ve kimyasal iligkiler KRP
(KEGG reaksiyon esleri) ve TMSIM (Tanimoto benzerligi) ile kalin mavi kenarlar ve siyah
tire baglantilar ile gosterilmistir.

69



B te . .
. Tnmetr.e oxide

ad)

@

Sekil 6 (a3) — (a4). Saghkli ve RDA’ll sigirlarin karsilagtirilmasi, yesil noktalar
konsantrasyonu anlamli olarak farkli (ayarlanmigs p<0,05) olanlari, kirmiz1 noktalar ise
istatistiksel olarak anlamli olmayanlari gostermektedir. Nokta biiyiikliikleri Fold-change
degerlerini gostermektedir. Metabolitler arasindaki biyokimyasal ve kimyasal iligskiler KRP
(KEGG reaksiyon esleri) ve TMSIM (Tanimoto benzerligi) ile kalin mavi kenarlar ve siyah
tire baglantilar ile gosterilmistir.

70



b) |e

-log(p)

. ? , Fenilalanin, tirozin ve triptofan bivosentezi

OO Valin, 6ysin ve izoloysin biyosentezi

O
o |

7 T T T !
0.1 0.2 03 04 05

O

Pathway Impact

Sekil 6 (b). MetaboAnalyst yolak haritas1 sadece istatistiksel olarak anlamli (ayarlanmig
p<0,05) olan metabolitler i¢in rapor edilmistir. Detayli olarak bakildiginda her bir nokta,
yolak etkisi ve iliskili —log(p degeri)’ne bagl olarak c¢izilmis spesifik metabolik yolaklar
ifade etmektedir. Bu ¢izilmis alan, etki ve —log(p degeri) igin en anlamli olan valin, 16ysin ve
izolOdysin biyosentezi ve fenilalanin, tirozis ve triptofan biyosentezi (¢izilmis alanin sag
kismi1) metabolik yolagi seklin A panelinin sag tarafinda bulunan magenta ve turuncu renkli
kutular ile ifade etmektedir.
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4. TARTISMA

Stit¢ti sigirlarda AD’nin etiyopatogenezini arastiran ulusal ve uluslararasi
diizeyde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bilgimiz dahilinde bu ¢alisma AD (LDA ve
RDA)’li multiparous siit¢ii  sigirlarda serum, idrar ve karaciger metabolom
profillerinin birlikte (700 MHz’lik NMR spektroskopisi ile) degerlendirildigi ilk
calismadir. Bu c¢alisma ile AD’li siit¢li sigirlarda metabolizma; serum, idrar ve

karaciger metabolomlar1 {izerinden daha kapsamli olarak degerlendirilmistir.

Bu caligmada hasta gruplarin klinik semptomlar: ve ultrasonografik bulgular:
literatiirlerle (Ok ve ark 2002, Braun ve Feller 2008, Li ve ark 2018) uyumlu
olmustur. Diisiik Ca ve K konsantrasyonlari ile yiiksek apo B100, AST ve GGT
konsantrasyonlarinin AD olusumu ile iligkili oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Sevinc ve ark 2002, Civelek ve ark 2006, Sen ve ark 2006, Seifi ve ark
2011, Constable ve ark 2013). Bu caligmada da yukaridaki referanslar ile uyumlu
olarak ozellikle RDA’l1 sigirlar, hipokalemik ve hipokloremikti. Na ve Ca gibi
mineral seviyelerinde diisiikliik gozlense de bunlar referans sinirlari igerisindeydi.
RDA’l1 grupta egilim olmakla beraber hastalarda metabolik alkaloz gelismemisti.
Ayrica hasta gruplarin serum GGT seviyeleri, 6zellikle RDA’Il grupta, yiiksek
bulunmustur. Bu da asagida tartisilacak olan yiiksek NEFA konsantrasyonlar: ile
birlikte degerlendirildiginde hasta gruplarda karaciger yaglanmasina isaret
etmektedir. RDA’l1 siitgli sigirlarda plazma L-laktat konsantrasyonunun prodiiktif
sonuglar i¢in faydali bir prediktor olabilecegi vurgulanmistir (Figueiredo ve ark
2006). Bu calismada da metabolomik analizle belirlenen laktat seviyeleri, hasta
gruplarin serum ve idrar orneklerinde yiiksek iken LDA’li grubun karaciger
orneklerinde diisiik bulunmustur. Buna gore laktatin L ve D izomerlerinin

Olctimiiniin prognostik indeks i¢in daha yararl olabilecegi ifade edilebilir.

Hem kuru hem de puerperal donemlerde sigirlarin enerji durumunu yansitan
en yaygin indikatorler NEFA ve BHBA; puerperal donemde ise total protein ve
albumin konsantrasyonlaridir (Puppel ve Kuczynska 2016). Ayrica, periparturient
donemde zamanlama, siddet ve siire bakimindan dolasimdaki yiiksek NEFA ve
BHBA konsantrasyonlari, AD ve uterus hastaliklar1 riski ile birlikte olurken
reprodiiktif performansi da 1 ile 20 hafta boyunca etkilerler (LeBlanc 2010). Genel

olarak subklinik ketozis tanisi i¢in kullanilan kan BHBA konsantrasyonunun cut-off
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degeri 1,2-1,4 mmol/L’dir (Suthar ve ark 2013). Klinik ketoziste ise genel olarak kan
BHBA konsantrasyonu >3 mmol/L ile karakterizedir (Oetzel 2007). Referanslar
(Figueiredo ve ark 2006, Stengarde ve ark 2010, Dezfouli ve ark 2013) ile uyumlu
olarak c¢alismamizda da AD’li sigirlarin serum ve idrar orneklerinde NEFA ve
BHBA seviyelerinin yiiksek oldugu gézlenmistir. Yiiksek BHBA konsantrasyonlari
ile AD gelisim riski arasindaki prediktif iligki bu ¢alismada da desteklenmistir. Ayni
zamanda, metabolomik olarak 6l¢iilen 3-hidroksibiitirat seviyeleri LDA’l1 sigirlarin
serum ve idrar orneklerinde saglikli ve RDA’l1 gruplara gore daha yiiksek bulundu.
Bu parametre ile, bu ¢alismada kullanilan LDA’l1 sigirlarda daha yiiksek oranda
(yaklasik %50) ketozis oldugu metabolomik olarak izah edilmektedir. Ketotik
sigirlarda kanda isopropanol seviyelerinin yiiksek oldugu gozlenir (Sato 2009). Bu
calisgmada da RDA’l1 sigirlarin karaciger orneklerinde metabolomik olarak 6lgiilen
isopropanol ve asetat, diger gruplara gore daha yiiksek bulundu. Bu da RDA’l
sigirlarda ruminal mikroorganizma metabolizmasina bagli olarak asetondan daha

fazla isopropanol iiretildigini gosterebilmektedir.

LDA veya RDA’ll sigirlarda serum amiloid A ve haptoglobin seviyeleri
yiksek bulunmustur. Bu artis AD’li sigirlarda hepatik lipidozis varliginin bir
belirteci olabilir (Giizelbektes ve ark 2010). Siit¢ii sigirlarda yapilan bagka bir
calismada en yiiksek CRP ve haptoglobin konsantrasyonlarinin dogumdan sonraki ilk
ayda gozlendigi rapor edilmistir (Dgbski ve ark 2016). Bu ¢alismada da en yiiksek
CRP konsantrasyonu RDA’ll sigirlarda gézlendi. Bu durum, serum amiloid A,
haptoglobin ve CRP seviyelerinin yiiksek GGT ve NEFA seviyeleri ile birlikte

degerlendirildiginde, AD’li sigirlarda karaciger yaglanmasina atfedilebilir.

Ruminantlarda baslica glikoneojenik substratlar propiyonat, laktat ve gliserol;
glikoneojenik amino asitler de glutamat, glutamin, aspartat, glisin, histidin, prolin ve
valindir. Glikoneojenik substratlarin eksikligi ketozis patogenezisi i¢in Snemli bir
risk faktoriidiir. Ketojenik amino asitler (6rnegin 16ysin ve lizin) de oksidatif
deaminasyon ile trikarboksilik asit siklusuna girerler. Trikarboksilik asit siklusundaki
bir bozukluk, klinik ketozis olusumuna katki saglar (Sun ve ark 2014). Metabolomik
olmayan yaklasimla yapilan bir ¢alismada (Hamana ve ark 2010), LDA’l1 sigirlarin
plazmasinda serbest yag asidi ve BHBA seviyeleri énemli dl¢iide yiiksek; metiyonin,

alanin ve serin gibi glikojenik amino asit seviyeleri diisiik; kandaki serbest amino
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asitler arasinda 16ysin ve lizin gibi ketojenik amino asit seviyeleri de yiiksek
bulunmustur. Bu ¢alismada da saglikli sigirlar ile karsilastirildiginda LDA’l1 ve
RDA’l1 sigirlarda tirozin, fenilalanin, izoldysin ve treonin gibi hem glikoneojenik
hem de ketojenik amino asitler ile, sadece ketojenik (l10ysin, lizin) ve sadece
glikoneojenik (alanin, izoldysin, glisin, glutamin, prolin ve valin) amino asitler
benzer sekilde diisiikk bulunmustur. LDA’l1 sigirlar ile karsilastirildiginda lizin, glisin
ve hatta 16ysin RDA’ll grupta daha da disiiktii. LDA’li sigirlarda ketozis,
glikoneojenik substratlarin (propiyonat, gliserol ve glikoneojenik asit) eksikligine ve

ketotik sigirlarin ketojenik maddeleri fazla miktarda tiikketmelerine atfedilebilir.

Lipid metabolomu degisikliklerini degerlendiren bir diger ¢alismada (Humer
ve ark 2016), postpartum erken donemde asir1 lipolizli siitgli sigirlarda insulin
sensitivitesinin ~ bozuldugu;  asilkarnitin, sfingomyelin, fosfatidilkolin  ve
lizofosfolipid metabolom profillerindeki karakteristik kaymalarin daha az
lipomobilizasyon  bulunanlara gore arttigt  gosterilmistir.  Tespit edilen
fosfatidilkolinlerden agirlikli olarak diasil-rezidii bulunanlar, lipoliz gruplar1 arasinda
farklililk gostermistir. Buna ek olarak serum asilkarnitin seviyelerinde o6nemli
farkliliklar tespit edilmistir. Ustelik, tespit edilen sfingomyelinlerin yarisindan
fazlasinin, yiiksek lipomobilizasyonlu sigirlarda daha yiiksek seviyede oldugu rapor
edilmistir. Ek olarak, lipolizli gruplar arasinda serum asetilkarnitin seviyeleri belirgin
farkliliklar gostermistir (Humer ve ark 2016). Karnitin, aktive edilmis yag asitlerini
uyumlu karnitin esterleri ile sitosolden mitokondriye tasir (Stanley ve ark 1992). En
kisa asilkarnitin olan asetilkarnitin, asetil-CoA’nin mitokondri matrislerine hareketini
kolaylastirir. Ustelik mitokondride karnitin asetil-CoA transferaz, asetil-CoA’nin
C2’ye doniistimiinii katalize eder. C2 asir1 asetil-CoA’nin mitokondrial disa akigini
kolaylagtiran bir membran permeabl metabolitidir. Yiksek hepatik karnitin
konsantrasyonlari dogumdan sonraki ilk haftada gozlenir. Bu artis, NEB gelistigi
durumlarda dolasimdaki asir1 miktardaki NEFA’nin hepatositlere tasinmasi igin
gerekli karnitin konsantrasyonunu saglama amaciyladir (Schlegel ve ark 2012).
Ozellikle spesifik gliserofosfolipidler, sfingolipidler ve asilkarnitinlerin rolii, gegis
donemindeki siitcli sigirlarda metabolik adaptasyonun potansiyel biyobelirtegleri
olarak distiniilmelidir (Kenez ve ark 2016). Bu c¢alismada da hasta sigirlardaki,

ozellikle LDA grubunda, serum karnitin seviyesi, saglikli gruba gore daha yiliksek
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bulunmustur. Bu durum ketojenik ve glikoneojenik amino asitlerin mitokondrial

oksidasyonunun arttigini gosterebilmektedir.

Valin, 10ysin ve izoldysin biyosentezi, siit protein sentezi i¢in hayati rol
oynar. Hippiirat, nikotinamid ve pelargonik asit siit protein biyobelirtegleridir (Wu ve
ark 2018). Aromatik bir bilesik olan hippiirat triptofan, tirozin ve fenilalanin gibi
aromatik amino asitlere doniisebilir ve daha sonra nikotinamide g¢evrilebilir. Yiiksek
serum hippiirat seviyesi, glikoz metabolizmasi1 ve hormon regiilasyonu ile daha ¢ok
enerjinin saglandigim ifade edebilir (Pero 2010). Uriner hippiirat seviyesi diyet
bilesenini, hepatik fonksiyonu, hastalik durumunu ve hatta metabolizma
degisimlerini yansitir. Yiiksek {iriner hippiirat seviyesi daha fazla nitrojen kaybina ve
daha diisiik kaliteli yemlerle beslenen sigirlarda ekskretorik bir {iriin olan hippiiratin
diyetteki protein yikimlanmasindan iiretildigi hipotezini destekleyen diisiik siit
proteinine sebep olur (Sun ve ark 2016). Bu ¢alismada da hippiirat, tespit edilen en
Oonemli metabolitlerden biri olmustur. Hasta grupta (6zellikle LDA grubunda)
serumdaki valin, 16ysin ve izoldysin ile birlikte hippiiratin diisiikk serum ve idrar
seviyeleri, AD’li sigirlarda daha az enerji saglandigin1 ve daha az nitrojen kaybini

gosterebilir.

Ucg dalli amino asitler zincirinden biri olan 18ysin, tiim amino asit ve protein
metabolizmasinin diizenlenmesinde sinyalizasyon molekiilii olarak gorev yapar.
Loysin ayrica pankreasin B-hiicrelerinden insulin sekresyonunun giiclii bir uyaranidir
(Sadri ve ark 2017). Esansiyel amino asitler olarak smiflandirilan ii¢ dalli zincirli
amino asitler (I6ysin, izoldysin ve valin) tiim amino asit ve protein metabolizmasinda
onemli roller oynarlar. Primer ketozisli sigirlarda yapilan bir ¢alismada serumda
glutamin, glutamik asit, izol0ysin ve tirozin konsantrasyonlarinin yiiksek, asparajin,
histidin, metiyonin, serin, alanin, 16ysin ve prolin konsantrasyonlarinin diisiik oldugu
rapor edilmistir (Marczuk ve ark 2018). Bu ¢alisgmada da serum 6rneklerinde 16ysin,
izolOysin, tirozin, trimetilamin N-oksit ve valin seviyelerinin AD’li gruplarda disiik
oldugu gozlendi. Boylece c¢alismamizda AD’li sigirlarda protein ve amino asit
metabolizmalarinin  olumsuz  olarak etkilendigi metabolomik olarak izah
edilebilmektedir.

Yiksek verimli siit¢ii sigirlarda yapilan bir ¢alismada glisin:alanin oraninin
tyilestirilmesi ile siit iiretiminin ve siit kalitesinin arttig1 bildirilmistir (Shibano ve ark
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2005). Ayrica, glisin:alanin orani, ge¢is doneminden pik donemine gecisteki
nutrisyonel eksikliklerin gostergesi olarak faydali bulunmustur. Bu yiizden serum
glisin:alanin oraninin Gl¢timii, periparturient siitgi sigirlarda nutrisyénel durumun
degerlendirilmesinde faydali olabilir. Bu ¢alismada da RDA grubunda bu oranin
daha fazla bozuldugu belirlenmistir. Buna gore bu grubun iyi beslenmedigini ifade
edilebilir.

Karaciger biyopsisi, yagl karacigerin varligini, 6zellikle toplam lipid ve
trigliserit miktarlarinin tahmini ile siddetini saptamak igin tek giivenilir yontemdir.
Postpartum  8-14. giinler aras1 yapilan karaciger biyopsileri, sigirlarin
siiflandirilmas: i¢in faydalhidir (Kirovski 2017). Son yillarda metabolomiklerin
hastalik biyobelirteci olarak kullanimi popiiler hale gelmistir. Karaciger yaglanmal
sigirlarda yapilan NMR-bazli metabolomik bir ¢alismada plazma Orneklerinde
BHBA, aseton, glisin, valin, trimetilamin N-oksit, sitriilin ve izobiitirattaki artigla
birlikte alanin, asparajindeki diisiis primer degisiklikler olarak ortaya konmustur (Xu
ve ark 2016). Plazma triasilgliseridlerin konsantrasyonu, dogumda diiserken bir¢ok
fosfatidilkolinlerin ve sfingomyelinlerin plazma seviyeleri erken laktasyonda diizenli
bir sekilde artar (Imhasly ve ark 2015). Plazma fosfatidilkolinlerin spesifik
temsilcilerinin olgtimii ile, siit¢ii sigirlarda yagl karaciger sendromu igin yeni
diagnostik bir biyobelirte¢ saglanabilecegi bildirilmistir (Gerspach ve ark 2017).
Kolin, kritik biyolojik rollere sahip olup betain, fosfatidilkolin ve asetilkolin gibi
cesitli iriinlere metabolize olabilir (Garcia ve ark 2018). Bazi spesifik
fosfatidilkolinlerin ve sfingomyelinlerin anormal diislisii, yaglhh karaciger
sendromunu gosteren onemli bir biyobelirte¢ olabilir (Artegoitia ve ark 2014,
Imhasly ve ark 2015). Bu ¢alismada da hasta gruplarin serum ve idrar 6rneklerinde
bir¢ok yag asidi fraksiyonlar1 ve kolesterol seviyeleri diisiik iken, ayn1 metabolitler
hasta gruplarin karaciger orneklerinde daha yiiksek olma egilimindeydi. Yag asitleri
CHs-(CH2)n ve yag asitleri -(CH2)n, LDA’I1 sigirlarin idrar orneklerinde RDA’l1
gruba gore daha diisiiktii. Bu calismada da hasta sigirlarin serum Orneklerinde
fosfogliseritler, fosfolipidler ve doymamis ve coklu doymamis yag asitleri ile
sfingomyelin saglikli sigirlara gére daha diisiik bulundu. Benzer diisiisler karaciger
orneklerinde oOnemli degildi. Yag asidi fraksiyonlarinin ve fosfatidilkolin

seviyelerinin genellikle LDA’l1 grubun serum ve karaciger drneklerinde daha diisiik
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olusu dikkat ¢cekmistir. Bu da LDA’l1 grupta karaciger yaglanmasinin daha siddetli

olabilecegine atfedilebilir.

Abomazum deplasmanl sigirlarda ilk defa, Basoglu ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan 6n ¢alisma mahiyetinde sadece plazma Orneklerinde 400 MHz’lik NMR
spektroskopisi kullanarak metabolomik degerlendirme yapilmis, identifiye ve
kantifiye edilen metabolitler valin, BHBA, alanin, glutamin, glutamat ve siiksinat
olarak rapor edilmistir. LDA ve RDA gruplar1 arasinda 6nemli degisimler glutamin,
glutamat ve BHBA’da olmustur. RDA’l1 sigirlarda siiksinat seviyesi 6nemli olglide
diisiik bulunmustur. Buna gore, sliksinat canlilarda 6nemli bir biyokimyasal aracidir.
Glutamin, metabolik olarak hepatositlerdeki amonyum detoksifikasyonu ile
baglantilidir. Glutamat, glutamin sentez reaksiyonunun prekiirsoriidiir. Diisiik
glutamin seviyesi, hepatik disfonksiyonu ve/veya hepatosit yikimlanmasini gosterir.

Yukaridaki parametreler bu ¢alismada da dogrulanmustir.

Sadece LDA’ll sigirlarin plazma orneklerinde yapilan MS bazli yeni bir
metabolomik ¢alismada, identifiye edilen metabolitlerdeki degisikliklerden 13
metabolik yolagin (histidin, metabolizmasi, tirozin metabolizmasi; valin, 10ysin ve
izoldysin biyosentezi; fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi; arjinin ve prolin
metabolizmasi; triptofan metabolizmasi; keton cisimciklerinin sentez ve yikimi;
linoleik asit metabolizmasi; arasidonik asit metabolizmasi; sitrat siklusu; butanoate
metabolizmasi, vitamin B6 metabolizmas: ve pirimidin metabolizmasi) etkilendigi
ifade edilmistir (Guo ve ark 2019). Bu calismada da serum metabolitleri {izerinde
gerceklestirilen biyokimyasal baglant1 ve yolak haritalar1 6zellikle valin, 16ysin ve
izoldysin biyosentezini vurgulamistir. AD’li sigirlarda en ¢ok degisime ugramis
metabolik yolagin fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi oldugu agikca ortaya

konmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, hem LDA’l1 ve hem RDA’l1 sigirlarin metabolizmasi; serum,
idrar ve karaciger orneklerinde su ve lipid bazli 700 MHz’lik NMR spektroskopisi ile
daha genis kapsamli olarak degerlendirilmis, AD’nin enerji metabolizmast ile iligkili
patojenik mekanizmalar1 daha anlasilir olmustur. Sonu¢ olarak AD’li sigirlarda
lipoliz, ketogenez ve oksidatif kapasite gibi birkag fizyopatolojik olayin
entegrasyonu glikoneojenik ve Kketojenik amino asitler, yag asit fraksiyonlari,
kolesterol, keton cisimcikleri, kolin {iirlinleri, karnitin ve hippiirat ile kombine
edildiginde, klasik yaklagim olan NEFA ve BHBA’nin 6l¢iimleri ile kiyaslandiginda
daha kapsamli bilgi saglamaktadir.

Hastaliklarin  patojenik mekanizmalarinin  anlagilmasinda metabolomik
yaklasim kapsamli bilgi saglasa da, bu kapsami daha da genisletmek i¢in diger
omiklerle (genomik, transkriptomik ve proteomikler) entegrasyonu tavsiye edilir.

78



6. KAYNAKLAR

Aebersold R, Mann M, 2003. Mass spectrometry-based proteomics. Nature, 422, 6928, 198—
207.

Ametaj BN, Zebeli Q, Saleem F, 2010. Metabolomics reveals unhealthy alterations in rumen
metabolism with increased proportion of cereal grain in the diet of dairy cows.
Metabolomics, 6, 583-94.

Ametaj BN, 2017. Periparturient Diseases of Dairy Cows: A Systems Biology Approach.
Springer, Basel, Switzerland, 1-6.

Artegoitia VM, Virginia M, Middleton JL, Harte FM, Campagna SR, de Veth MJ, 2014.
Choline and choline metabolite patterns and associations in blood and milk during
lactation in dairy cows. PLOS One, 26, 9, 1-14.

Bai YS, Sartor M, Cavalcoli J, 2012. Current status and future perspectives for sequencing
livestock genomes. J Anim Sci Biotechnol, 3, 1, 3-8.

Basoglu A, Baspinar N, Coskun A, 2014. NMR-based metabolomic evaluation in dairy cows
with displaced abomasum. Turk J Vet Anim Sci, 38, 325-30.

Basoglu A, Baspinar N, Tenori L, Hu X, Yildiz R, 2014. NMR Based Metabolomics
Evaluation in Neonatal Calves with Acute Diarrhea and Suspected Sepsis: A New
Approach for Biomarker/S. Metabolomics, 4, 2, 1-6.

Benjamini Y, Hochberg Y, 1995. Controlling the false discovery rate: a practical and
powerful approach to multiple testing. J R Stat Soc Ser B Methodol, 289-300.

Blom JY, 1993. Disease and feeding in Danish dairy herds. Acta Vet Scand Suppl, 89, 17—
22.

Braun U, Feller B, 2008. Ultrasonocgraphic findings in cows with right displacement of the
abomasum and abomasal volvulus. Vet Rec, 162, 311-15.

Breukink HJ, 2003. Abomasal displacement, etiology, pathogenesis, treatment and
prevention. Bovine Pract, 26, 148-53.

Brun V, Dupuis A, Adrait A, Marcellin M, Thomas D, Court M, Vandenesch F, Garin J,
2007. Isotope-labeled protein standards: toward absolute quantitative proteomics. Mol
Cell Proteomics, 6, 2139-149.

Cairoli F, Battocchio M, Veronesi MC, Brambilla D, Conserva F, Eberini I, Wait R,
Gianazza E. 2006. Serum protein pattern during cow pregnancy: acute-phase proteins
increase in the peripartum period. Electrophoresis, 27, 1617-25.

Caixeta LS, Herman JA, Johnson GW, McArt JAA, 2018. Herd-level monitoring and
prevention of displaced abomasum in dairy cattle. Vet Clin North Am Food Anim
Pract, 34, 83-99.

Cameron REB, Dyk PB, Herdt TH, Kaneene JB, Miller R, Bucholtz HF, Liesman
JS,Vandehaar MJ, Emery RS, 1998. Dry cow diet, management, and energy balance
as risk factors for displaced abomasum in high producing dairy herds. J Dairy Sci, 81,
132-39.

Capomaccio S, Milanesi M, Bomba L, Vajana E, Ajmone-Marsan P, 2015. MUGBAS: a
species free gene-based programme suite for post-GWAS analysis. Bioinformatics, 31,
2380-381.

79


https://www.springer.com/kr/book/9783319430317
https://www.springer.com/kr/book/9783319430317

Ceciliani F, Lecchi C, Urh C, Sauerwein H, 2018. Proteomics and metabolomics
characterizing the pathophysiology of adaptive reactions to the metabolic challenges
during the transition from late pregnancy to early lactation in dairy cows. J
Proteomics, 30,178, 92-106.

Chandramouli K, Qian PY, 2009. Proteomics: challenges, techniques and possibilities to
overcome biological sample complexity. Hum Genomics Proteomics, 8, 204-39.

Choe C, Park JW, Kim ES, Lee SG, Park SY, Cho MJ, Kang KR, Han J, Kang D, 2010.
Proteomic analysis of differentially expressed proteins in bovine endometrium with
endometritis. Korean J Physiol Pharmacol, 14, 205-12.

Civelek T, Sevinc M, Boydak M, Basoglu A, 2006. Serum apolipoprotein B100
concentrations in dairy cows with left displaced abomasum. Revue Méd Vét, 157,
361-65.

Constable P, Griinberg W, Staufenbiel R, Stampfli HR, 2013. Clinicopathologic variables
associated with hypokalemia in lactating dairy cows with abomasal displacement or
volvulus. J Am Vet Med Assoc, 242, 826-35.

Constable PD, Miller GY, Hoffsis GF, Hull BL, Rings DM, 1992. Risk factors for abomasal
volvulus and left abomasal displacement in cattle. Am J Vet Res, 53, 1184-192.

Coppock CE, Noller CH, Wolfe SA, Callahan CJ, Baker JS, 1972. Effect of forage-
concentrate ratio in complete feeds fed ad libitum on feed intake prepartum and the
occurrence of abomasal displacement in dairy cows. J Dairy Sci, 55, 783-93.

Correa MT, Curtis CR, Erb HN, Scarlett JM, Smith RD, 1990. An ecological analysis of risk
factors forpostpartum disorders of Holstein—Friesian cows from thirty-two New York
farms. J Dairy Sci, 73, 1515-524.

Curtis CR, Erb HN, Sniffen CJ, Smith RD, Kronfeld DS, 1985. Path analysis of dry period
nutrition,postpartum metabolic and reproductive disorders, and mastitis in Holstein
cows. J Dairy Sci, 68, 2347-360.

Daniel RC, 1983. Motility of the rumen and abomasum during hypocalcaemia. Can J Comp
Med, 47, 276-80.

Davies DC, Jebbett IH, 1981. Liver biopsy of cattle. In Practice, 3, 6, 14-6.

Dawson LJ, Aalseth EP, Rice LE, Adams GD, 1992. Influence of fiber form in a complete
mixed ration on incidence of left displaced abomasum in postpartum dairy cows. J Am
Vet Med Assoc, 200, 1989-992.

Debski B, Nowicki T, Zalewski W, Ochota M, Mrowiec J, Twardon J, 2016. Evaluation of
acute phase proteins in clinically healthy dairy cows in perinatal period and during
lactation. Pol J Vet Sci, 19, 519-23.

Dervishi E, Zhang G, Mandal R, Wishart DS, 2018. Targeted metabolomics: new insights
into pathology of retained placenta in dairy cows and potential risk biomarkers.
Animal, 12, 5, 1050-59.

Dezfouli MM, Eftekhari Z, Sadeghian S, Bahounar A, Jeloudari M, 2013. Evaluation of
hematological and biochemical profiles in dairy cows with left displacement of the
abomasum. Comp Clin Pathol, 22, 175-79.

80


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C4%99bski%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nowicki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zalewski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ochota%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mrowiec%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Twardo%C5%84%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27760015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27760015

Dieterle F, Ross A, Schlotterbeck G, Senn H, 2006. Probabilistic quotient normalization as
robust method to account for dilution of complex biological mixtures. Application in
1H NMR metabonomics. Anal Chem, 78, 4281-90.

Doll K, Sickinger M, Seeger T, 2009. New aspects in the pathogenesis of abomasal
displacement. Vet J, 181, 90-96.

Doll K, 2015. Abomasal displacement in dairy cattle: A hereditary disease? Vet J, 205, 329-
30.

Dong SW, Zhang SD, Wang DS, 2015. Comparative proteomics analysis provide novel
insight into laminitis in Chinese Holstein cows. BMC Vet Res, 11, 161, 63-9.

Eckel E, Ametaj B, 2017. An omics approach to transition cow immunity. Periparturient
Diseases of Dairy Cows: A Systems Biology Approach. Springer, Basel, Switzerland,
31-9.

Eiler H, 1997. Retained placenta. In: Youngquist RS (ed) Current therapy in large animal.
Theriogenology. W.B. Saunders Company, Philadelphia, 4, 340-48.

El-Deeb WM, 2015. Ketosis and associated Oxidative Stress in Ruminants. J Veterinar Sci
Technolo, 6, 1, 431-40.

Erb HN, Grohn YT, 1988. Epidemiology of metabolic disorders in the periparturient dairy
cow. J Dairy Sci, 71, 2557-571.

Erb HN, Smith RD, Hillman RB, Powers PA, Smith MC, White ME, Pearson EG, 1984.
Rates of diagnosis of six diseases of Holstein cows during 15-day and 21-day
intervals. Am J Vet Res, 45, 333-35.

Fadden AN, Bobe G, 2016. Serum visfatin is a predictive indicator of retained placenta and
other diseases in dairy cows. J Vet Sci Med Diagn, 5, 1, 1-6.

Figueiredo MD, Nydam DV, Perkins GA, Mitchell HM, Divers TJ, 2006. Prognostic value
of plasma L-lactate concentration measured cow-side with a portable clinical analyzer
in Holstein dairy cattle with abomasal disorders. J Vet Intern Med, 20, 1463-70.

Fu XY, Yang MF, Cao MZ, Li DW, Yang XY, Sun JY, Zhang ZY, Mao LL, Zhang S, Wang
FZ, Zhang F, Fan CD, Sun BL, 2016. Strategy to Suppress Oxidative Damage-
Induced Neurotoxicity in PC12 Cells by Curcumin: the Role of ROS-Mediated DNA
Damage and the MAPK and AKT Pathways. Mol Neurobiol, 53, 1, 369-78.

Garcia M, Mamedova LK, Barton B, Bradford BJ, 2018. Choline regulates the function of
bovine immune cells and alters the mRNA abundance of enzymes and receptors
mvolved in its metabolism in vitro. Front Immunol, 25, 2448, 1-14.

Geishauser T, Leslie K, Duffield T, Edge V, 1997. An evaluation of milk ketone tests for the
prediction of left displaced abomasum in dairy cows. J. Dairy Sci, 80, 3188-192.

Geishauser T, Reiche D, Schemann M, 1998. In vitro motility disorders associated with
displaced abomasum in dairy cows. Neurogastroenterol Motil, 10, 395-401.

Geishauser T, Seeh H, 1996. Duodeno-abomasal reflux in cows with abomasal displacement.
J Vet Med, 43, 1-10.

Geishauser T, 1995. Abomasal displacement in the bovine—a review on character,
occurrence, aetiology and pathogenesis. Zentralbl Veterinaermed A, 42, 229-51.

Gerspach C, Imhasly S, Gubler M, Naegeli H, Ruetten M, Laczko E, 2017. Altered plasma
lipidome profile of dairy cows with fatty liver disease. Res Vet Sci, 110, 47-59.

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Figueiredo%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17186866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nydam%20DV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17186866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perkins%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17186866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitchell%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17186866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Divers%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17186866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17186866

Goddard ME, Hayes BJ, 2007. Genomic selection. J Anim Breed Genet, 124, 323-30.

Gondro C, JVD W, Hayes B, 2013. Genome-wide association studies and genomic
prediction, Methods of molecular biology, vol 1019, Humana Press, New York, 2-6.

Gozho GN, Plaizier JC, Krause DO, 2005. Subacute ruminal acidosis induces ruminal
lipopolysaccharide endotoxin release and triggers an inflammatory response. J Dairy
Sci, 88,1399-403.

Grohn YT, Eicker SW, Hertl JA, 1995. The association between previous 305-day milk yield
and disease in New York state dairy cows. J Dairy Sci, 78, 1693-702.

Guard C, 1996. Abomasal displacement and volvulus. In: Smith, B.P. (Ed.), L Anim Intern
Med. Mosby, 2, 868-74.

Guo YS, Tao JZ, Xu LH, Wei FH, He SH, 2019. Identification of disordered metabolic
networks in postpartum dairy cows with left displacement of the abomasum through
integrated metabolomics and pathway analyses. J Vet Med Sci, 17, 10, 115-24.

Guzelbektes H, Sen I, Ok M, Constable PD, Boydak M, Coskun A, 2010. Serum amyloid A
and haptoglobin concentrations and liver fat percentage in lactating dairy cows with
abomasal displacement. J Vet Intern Med, 24, 213-19.

Hamana M, Ohtsuka H, Oikawa M, Kawamura S, 2010. Blood free amino acids in the
postpartum dairy cattle with left displaced abomasum. J Vet Med Sci, 72, 1355-58.

Herdt TH. Gerloff BJ, Liesman JS, Emery RS, 1982. Hepatic lipidosis and liver function in
49 cows with displaced abomasums. In: World Congress on Diseases of Cattle, 12th
World Association for Buiatrics, 522—25.

Hesselholt M, Grymer J. 1979. Linksseitigen Labmagenverlagerung: Vorkommen in
Danemark. Dtsch Tierarztl Wschr, 86, 490-94.

Holmes E, Foxall PJ, Nicholson JK, Neild GH, Brown SM, Beddell CR, 1994. Automatic
data reduction and pattern recognition methods for the analysis of 1H nuclear
magnetic resonance spectra of human urine from normal and pathological states. Anal
Biochem, 220, 284-96.

Holtenius P, Niskanen R, 1985. Leberzellverfettung bei Kuhen mit Labmagenverlagerung.
Dtsch Tierarztl Wschr, 92, 398-400.

Humer E, Khol-Parisini A, Metzler-Zebeli BU, Gruber L, Zebeli Q, 2016. Alterations of the

lipid metabolome in dairy cows experiencing excessive lipolysis early postpartum.
PLOS One, 6, 11, 3-18.

Imhasly S, Bieli C, Naegeli H, Nystrom L, Ruetten M, Gerspach C, 2015. Blood plasma
lipidome profile of dairy cows during the transition period. BMC Vet Res, 7, 252, 2-
14,

Ingvartsen KL, Andersen JB, 2000. Integration of metabolism and intake regulation: a
review focusing on periparturient animals. J Dairy Sci, 83, 1573-597.

Ingvartsen KL, Boisclair Y, 2001. Leptin and the regulation of food intake, energy

homeostasis and immunity with special focus on periparturient ruminants. Domest
Anim Endocrinol, 21, 215-50.

82


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20391639
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20391639
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20391639

Ingvartsen KL, Dewhurst RJ, Friggens NC, 2003. On the relationship between lactational
performance and health: is it yield or metabolic imbalance that cause production
diseases in dairy cattle? A position paper. Livest Prod Sci, 73, 277-308.

Ismael M, Elshahawy I, Abdulaziz I, 2018. New Insights on Left Displaced Abomasum in
Dairy Cows. AJVS, 56, 127-36.

Itenov TS, Murray DD, Jensen JUS, 2018. Sepsis: Personalized Medicine Utilizing “Omic”
Technologies-A Paradigm Shift? Healthcare, 6, 111, 2-9.

Itoh N, Koiwa M, Hatsugaya A, Yokota H, Taniyama H, Okada H, Kudo K, 1998.
Comparative analysis of blood chemical values in primary ketosis and abomasal
displacement in cows. J Vet Med Ass, 45, 293-98.

Jordan ER, Fourdraine RH, 1993. Characterization of the management practices of the top
milk producing herds in the country. J Dairy Sci, 76, 10, 3247-56.

Kelton DF, Lissemore KD, Martin RE, 1998. Recommendations for recording and
calculating the incidence of selected clinical diseases of dairy cattle. J Dairy Sci, 81,
2502-5009.

Kenéz A, Dinicke S, Rolle-Kampczyk U, von Bergen M, Huber K, 2016. A metabolomics
approach to characterize phenotypes of metabolic transition from late pregnancy to
early lactation in dairy cows. Metabolomics, 12, 165, 112-8.

Khafipour E, Krause DO, Plaizier JC, 2009. Alfalfa pellet induced subacute ruminal acidosis
in dairy cows increases bacterial endotoxin in the rumen without causing
inflammation. J Dairy Sci, 92, 1712-724.

Kim HR, Han RX, Yoon JT, Park CS, Il Jin D, 2010. A two-dimensional electrophoresis
reference map for the bovine placenta during late pregnancy. Proteomics, 10, 564—73.

Kirovski D, 2017. Prediction and Diagnosis and Fatty Liver in Dairy Cows. J Gastroenterol,
3, 1005, 3-11.

Klein MS, Buttchereit N, Miemczyk SP, Immervoll AK, Louis C, Wiedemann S, Junge W,
Thaller G, Oefner PJ, Gronwald W, 2012. NMR metabolomic analysis of dairy cows
reveals milk glycerophosphocholine to phosphocholine ratio as prognostic biomarker
for risk of ketosis. J Proteome Res, 11, 2, 1373-381.

Kuhla B, Albrecht D, Kuhla S, Metges CC, 2009. Proteome analysis of fatty liver in feed-
deprived dairy cows reveals interaction of fuel sensing, calcium, fatty acid, and
glycogen metabolism. Physiol Genomics, 37, 2, 88-98.

Kurz JP, Yang Z, Weiss RB, Wilson DJ, Rood KA, Liu GE, Wang Z, 2019. A genome-wide
association study for mastitis resistance in phenotypically well-characterized Holstein
dairy cattle using a selective genotyping approach. Immunogenetics, 71, 1, 35-47.

LeBlanc S, 2010. Monitoring metabolic health of dairy cattle in the transition period. J
Reprod Dev, 56, 29-35.

83


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jordan%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8227644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fourdraine%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8227644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8227644

Lehner S, Zerbin I, Doll K, Rehage J, Distl O, 2018. A genome-wide association study for
left-sided displacement of the abomasum using a high-density single nucleotide
polymorphism array. J Dairy Sci, 101, 1258-266.

Li S, Wang Q, Lin X, Jin X, Liu L, Wang C, Chen Q, Liu J, Liu H, 2017. The use of
“Omics” in lactation research in dairy cows. Int J Mol Sci, 18, 983-1000.

Li XW, Xu QS, Zhang RH, Yang W, Li Y, Zhang YM, Tian Y, Zhang M, Wang Z, Liu GW,
Xia C, Li XB, 2018. Ultrasonographic findings in cows with left displacement of
abomasum, before and after reposition surgery. BMC Vet Res, 12, 14, 40-4.

Lippolis JD, Reinhardt TA, 2008. Centennial paper: Proteomics in animal science. J Anim
Sci, 86, 2430-441.

Loor JJ, 2010. Genomics of metabolic adaptations in the peripartal cow. Animal, 4, 1, 110-
39.

Maden M, Ozturk AS, Bulbul A, Avci GE, Yazar E, 2012. Acute-Phase proteins, oxidative
stressi and enzyme activities of blood serum and peritoneal fluid in cattle with
abomasal displacement. J Vet Intern Med, 26, 1470-475.

Marczuk J, Brodzki P, Brodzki A, Kurek £, 2018. The concentration of free amino acids in
blood serum of dairy cows with primary ketosis. Pol J Vet Sci, 21, 149-56.

Markusfeld O, 1987. Periparturient traits in seven high dairy herds. Incidence rates,
association with parity, and interrelationships among traits. J Dairy Sci, 70, 158-66.

Markusfeld, O, 1986. The association of displaced abomasum with various periparturient
factors in dairy-cows—a retrospective study. Prev Vet Med, 4, 173-83.

Massey CD, Wang C, Donovan GA, Beede DK, 1993. Hypocalcemia at parturition as a risk
factor for left displacement of the abomasum in dairy cows. J Am Vet Med Assoc,
203, 852-53.

May C, Brosseron F, Chartowski P, Schumbrutzki C, Schoenebeck B, Marcus K, 2011.
Instruments and methods in proteomics. Methods Mol Biol, 696, 3—-26.

McArt JA, Nydam DV, Overton MW, 2015. Hyperketonemia in early lactation dairy cattle: a
deterministic estimate of component and total cost per case. J Dairy Sci, 98, 2043-54.

McNaughton AP, Murray RD, 2009. Structure and function of the bovine fetomaternal unit
in relation to the causes of retained fetal membranes. Vet Rec, 165, 615-22.

Meiboom S, Gill D, 1958. Modified spin-echo method for measuring nuclear relaxation
times. Rev Sci Instrum, 29, 688-91.

Meuwissen THE, Hayes BJ, Goddard ME, 2001. Prediction of total genetic value using
genome-wide dense marker maps. Genetics, 157, 1819-829.

Mills KE, Weary DM, von Keyserlingk MAG, 2019. Identifying barriers to successful dairy
cow transition management. J Dairy Sci, 19, 67-77.

Nagaraja TG, Titgemeyer EC, 2007. Ruminal acidosis in beef cattle: the current
microbiological and nutritional outlook. J Dairy Sci, 90, 17-38.

NAHMS-USDA. National Animal Health Monitoring System: dairy cattle management
practices in the United States. In: Agriculture UDo, ed. Available at:
https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/animalhealth/monitoring-and
surveillance/nahms/nahms_dairy_studies2007. Accessed on May 22, 2017.

84


https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/animalhealth/monitoring-and

Neuhauser M, 2011. Wilcoxon—-Mann—Whitney Test. in International Encyclopedia of
Statistical Science. Springer, Berlin, Heidelberg, 1656— 658.

Nicolazzi EL, Biffani S, Biscarini F, Orozco Ter Wengel P, Caprera A, Nazzicari N, Stella
A, 2015. Software solutions for the livestock genomics SNP array revolution. Anim
Genet, 46, 343-53.

Nocek JE, English JE, Braund DG, 1983. Effects of various forage feeding programs during
dry period on body condition and subsequent lactation health, production, and
reproduction. J Dairy Sci, 66, 1108-118.

Oetzel GR, 1996. Effect of calcium chloride gel treatment in dairy cows on incidence of
periparturient diseases. J Am Vet Med Assoc, 209, 958-61.

Oetzel GR, 2007. Herd-level ketosis—diagnosis and risk factors. Bovine Practitioners. 40th
Annual Conference. Vancouver, BC, Canada. Am Assoc Dairy Sci, 96, 2925-938.

Ogunade I, Pech-Cervantes A, Schweickart H, 2019. Metatranscriptomic analysis of sub-
acute ruminal acidosis in beef cattle. Animals, 9, 232, 1-12.

Ohtsuka H, Ohki K, Motoshi T, 1997. Evaluation of blood acid-base balance after
experimental administration of endotoxin in adult cow. Jap Vet Med Sci, 59, 483-85.

Ok M, Arican M, Turgut K, 2002. Ultrasonographic findings in cows with left and right
displacement of abomasum. Revue Med Vet, 153, 1, 15-8.

Pehrson BG, Shaver RD, 1992. Displaced abomasum: clinical data and effects of peripartal
feeding and management on incidence. In: XVIIWorld Buiatrics Congress.
Proceedings of theXXVAmerican Association of Bovine Practitioners Conference, St.
Paul, MN, USA 5, 116-21.

Pero RW, 2010. Health consequences of catabolic synthesis of hippuric acid in humans. Curr
Clin Pharmacol, 5, 67-73.

Piras C, Morittu VM, Spina AA, Soggui A, Greco V, Rame C, Briant E, Mellouk N, Tilocca
B, Bonizzi L, Roncada P, Dupont J, 2019. Unraveling the adipose tissue proteome of
transition cows through severe negative energy balance. Animals, 21, 9, 12-32.

Plaizier JC, Krause DO, Gozho GN, 2008. Subacute ruminal acidosis in dairy cows: the
physiological causes, incidence and consequences. Vet J, 176, 21-31.

Poddar S, Kesharwani D, Datta M, 2017. Interplay between the miRNome and the epigenetic
machinery: implications in health and disease. J Cell Physiol, 232, 2938-945.

Puppel K, Kuczynska B, 2016. Metabolic profiles of cow's blood; a review. J Sci Food
Agric, 96, 4321-328.

Purcell S, Neale B, Todd-Brown K, Thomas L, Ferreira MA, Bender D, Maller J, Sklar P, de
Bakker PI, Daly MJ, Sham PC, 2007. PLINK: a tool set for whole-genome association
and population-based linkage analyses. Am J Hum Genet 81, 559-75.

Radostits OM, Gay CC, Blood DC, Hinchcliff KW, 2000. Veterinary Medicine. A Textbook
of the Diseases of Cattle, Sheep, Pigs, Goats and Horses, ninth ed. W.B. Saunders. 3,
1840-877.

Rivers J, Simpson DM, Robertson DH, Gaskell SJ, Beynon RJ, 2007. Absolute multiplexed
quantitative analysis of protein expression during muscle development using
QconCAT. Mol Cell Proteomics, 6, 1416-427.

85



Romao JM, Jin W, Dodson MV, Hausman GJ, Moore SS, Guan LL, 2011. MicroRNA
regulation in mammalian adipogenesis. Exp Biol Med, 236, 997-1004.

Sadri H, von Soosten D, Meyer U, Kluess J, DaEnicke S, Saremi B, 2017. Plasma amino
acids and metabolic profiling of dairy cows in response to a bolus duodenal infusion
of leucine. PLOS One, 12, 1-24.

Sarashina T, Ichijo S, Takahashi J, Osame S, 1990. Origin of abomasum gas in the cows
with displaced abomasum. Jpn J Vet Sci. 52, 371-78.

Sasaki K, Yamagishi N, Kizaki K, Sasaki K, Devkota B, Hashizume K, 2014. Micro-array
based gene expression profiling of peripheral blood mononuclear cells in dairy cows
with experimental hypocalcemia and milk fever. J Dairy Sci, 97, 247-58.

Sato H, 2009. Increased blood concentration of isopropanol in ketotic dairy cows and
isopropanol production from acetone in the rumen. Anim Sci J. 80, 381-86.

Sauerwein H, Bendixen E, Restelli L, Ceciliani F, 2014. The adipose tissue in farm animals:
a proteomic approach. Curr Protein Pept Sci, 15,146-55.

Schena M, Shalon D, Davis RW, Brown PO, 1995. Quantitative monitoring of gene
expression patterns with a complementary DNA microarray. Science, 270, 467—70.

Schlegel G, Keller J, Hirche F, Geiller S, Schwarz FJ, Ringseis R, 2012. Expression of
genes involved in hepatic carnitine synthesis and uptake in dairy cows in the transition
period and at different stages of lactation. BMC Vet Res, 8, 28, 26-32.

Seifi HA, Leblanc SJ, Leslie KE, Duffield TF, 2011. Metabolic predictors of post-partum
disease and culling risk in dairy cattle. Vet J, 188, 216-20.

Sen I, Ok M, Coskun A, 2006. The level of serum ionised calcium, aspartate
aminotransferase, insulin, glucose, betahydroxybutyrate concentrations and blood gas
parameters in cows with left displacement of abomasums. Pol J Vet Sci, 9, 227-32.

Sen |, Wittek T, Guzelbektas H, 2015. Metabolic indicators and risk factors of the left
displaced abomasum in dairy cattle. Eurasian J Vet Sci, 31, 2, 63-9.

Serkova N, Fuller TF, Klawitter J, Freise CE, Niemann CU, 2005. H-NMR-based metabolic

signatures of mild and severe ischemia/reperfusion injury in rat kidney transplants.
Kidney Int, 67, 1142-151.

Sevinc M, Basoglu A, 2011. Etiopathogenesis of Ketosis and Fatty Liver and Relationships
with Displaced Abomasum in Dairy Cattle. Tiirkiye Klinikleri J Vet Sci, 2, 2, 123-30.

Sevinc M, Ok M, Basoglu A, 2002. Liver function in dairy cows with abomasal
displacement. Revue Méd Vét, 153, 477-80.

Shahzad K, Lopreiato V, Liang Y, Trevisi E, Osorio JS, Xu C, Lood J, 2019. Hepatic
metabolomics and transcriptomics to study susceptibility to ketosis in response to
prepartal nutritional management. J Anim Sci Biotechno, 10, 96-115.

Shaver RD, 1997. Nutritional risk factors in the etiology of left displaced abomasum in dairy
cows: a review. J Dairy Sci, 80, 2449-453.

Shibano K, Kawamura S, Hakamada R, Kawamura Y, 2005. The relationship between
changes in serum glycine and alanine concentrations in non-essential amino acid and
milk production in the transition period in dairy cows. J Vet Med Sci, 67, 191-93.

86



Sickinger M, Leiser R, Failing K, Doll K, 2008. Evaluation of differences between breeds
for substance p, vasoactive intestinal polypeptide, neurofilament 200 in the abomasal
wall of cattle. Am J Vet Res, 69, 1247-253.

Sickinger M, 2017. Abomasal displacement in cattle-short overview of recent research
results. Tierarztl Prax Ausg G Grosstiere Nutztiere, 45, 187-90.

Stanley CA, Hale DE, Berry GT, DeLeeuw SJ, Bonnefont JP, 1992. A defiency of carnitine-
acylcarnitine translocase in the inner mitochondrial membrane. N Engl J Med, 327,
19-23.

Stengarde L, Holtenius K, Traven M, Hultgren J, Niskanen R, Emanuelson U, 2010. Blood
profiles in dairy cows with displaced abomasum. J Dairy Sci, 93, 4691-699.

Sun HZ, Wang B, Wang JK, Liu HY, Liu JX, 2016. Biomarker and pathway analyses of
urine metabolomics in dairy cows when corn Stover replaces alfalfa hay. J Anim Sci
Biotechnol, 7, 49, 107-17.

Sun LW, Zhang HY, Wu L, Shu S, Xia C, Xu C, 2014. (1)H-Nuclear magnetic resonance-
based plasma metabolic profiling of dairy cows with clinical and subclinical ketosis. J
Dairy Sci, 97, 1552-562.

Sun Y, Xu C, Li C, Xia C, Xu C, Wu L, Zhang H, 2014. Characterization of the serum
metabolic profile of dairy cows with milk fever using *H-NMR spectroscopy. Vet Q,
34, 3, 159-63.

Suthar VS, Canelas-Raposo J, Deniz A, Heuwieser W, 2013. Prevalence of subclinical
ketosis and relationships with postpartum diseases in European dairy cows. J Dairy
Sci, 96, 2925-938.

Svendsen P, 1969. Etiology and pathogenesis of abomasal displacement in cattle. Nord Vet
Med, 21, 1-60.

Swanson KM, Stelwagen K, Dobson J, Henderson HV, Davis SR, Farr VC, 20009.
Transcriptome profiling of Streptococcus uberis-induced mastitis reveals fundamental
differences between immune gene expression in the mammary gland and in a primary
cell culture model. J Dairy Sci, 92, 117-29.

Taguchi K, Satoh T, Hirota K, 1992. Relationship between half-time for
sulfobromophthalein clearance and postsurgical prognosis in cows with abomasal
displacement. J Vet Med Sci, 54, 425-28.

Takis PG, Ghini V, Tenori L, Turano P, Luchinat C, 2018. Uniqueness of the NMR approach
to metabolomics. Trends in Analytical Chemistry, 10, 36, 365-79.

Trygg J, Wold S, 2002. Orthogonal projections to latent structures (O-PLS). J Chemom, 16,
119-28.

Vailati-Riboni M, Palombo V, Loor J, 2017. What are omic sciences? Periparturient
Diseases of Dairy Cows: A Systems Biology Approach. Springer, Basel, Switzerland,
1-7.

Van Widen SC, Kuiper R, 2003. Left displacement of the abomasum in dairy cattle: Recent
developments in epidemiological and ethiologica aspects. Vet Res, 34, 47-56.

Veenstra T, 2012. Metabolomics: the final frontier? Genome Medicine, 4, 40, 274-85.

87


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993618302395#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993618302395#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993618302395#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993618302395#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993618302395#!

Voelkerding KV, Dames SA, Durtschi JD, 2009. Next-generation sequencing: from basic
research to diagnostics. Clin Chem, 55, 641-58.

Wang PX, Shu S, Xia C, Wang Z, Wu L, Wang B, C.C. Xu, Liu J, 2016. Protein expression
in dairy cows with and without subclinical hypocalcaemia. NZ Vet J, 64, 101-06.

Wasinger VC, Cordwell SJ, Cerpa-Poljak A, Yan JX, Gooley AA, Wilkins MR, Duncan
MW, Harris R, Williams KL, Humphery-Smith 1, 1995. Progress with gene-product
mapping of the Mollicutes: Mycoplasma genitalium. Electrophoresis, 16, 1090—094.

Willeberg P, Grymer J, Hesselholt M, 1982. Left displacement of the abomasum—
relationship to age and medical history. Nord Veterinaermed, 34, 404-11.

Wisnieski L, Norby B, Pierce SJ, Becker T, Sordillo LM, 2019. Prospects for predictive
modelling of transition cow disease. Anim Health Res Rev, 20, 19-30.

Wold S, 1998. PLS in chemistry in Encyclopedia of computational chemistry. John Wiley &
Sons Ltd, 3, 2006-021.

Wu X, Sun H, Xue M, Wang D, Guan LL, Liu J, 2018. Serum metabolome profiling
revealed potential biomarkers for milk protein yield in dairy cows. J Proteomics, 184,
54-61.

Xu C, Sun LW, Xia C, Zhang HY, Zheng JS, Wang JS, 2016. 1H-Nuclear magnetic
resonance-based plasma metabolic profiling of dairy cows with fatty liver. Asian-
Australas J Anim Sci, 29, 219-29.

Zadoks R, Fitzpatrick J, 2009. Changing trends in mastitis. Irish Vet J, 62, 59-70.

Zadoks RN, Middleton JR, McDougall S, Katholm J, Schukken YH, 2011. Molecular
epidemiology of mastitis pathogens of dairy cattle and comparative relevance to
humans. J Mammary Gland Biol Neoplasia, 16, 4, 357-72.

Zamet CN, Colenbrander VF, Erb RE, Callahan CJ, Chew BP, Moeller NJ, 1979. Variables
associated with peripartum traits in dairy cows. Il. Interrelationships among disorders
and their effects on intake of feed and on reproductive efficiency. Theriogenol 11,
245-60.

Zerbin |, Lehner S, Distl O, 2015. Genetics of bovine abomasal displacement. Vet J, 204, 17-
22.

Zhang A, Sun H, Wang P, Han Y, Wang X, 2012. Modern analytical techniques in
metabolomics analysis. Analyst, 137, 293-300.

Zhang G, Hailemariam D, Dervishi E, Deng Q, Goldansaz SA, Dunn SA, Ametaj BN, 2015.
Alterations of innate immunity reactants in transition dairy cows before clinical signs
of lameness. Animals, 5, 717-47.

Zhang Y, Kuang Y, Xu K, Harris D, Lee Z, LaManna J, Puchowicz MA, 2013. Ketosis
proportionately spares glucose utilization in brain. J Cereb Blood Flow Metab. 33, 8,
1307-311.

88



7. EKLER

EK A: Etik Kurul Onayr

G, SELCUK UNIVERSITESI
(gt g} VETERINER FAKULTESiI DENEY HAYVANLARI
& *?;_: o URETIM VE ARASTIRMA MERKEZI

e ETIK KURULU (SUVDAMEK) KARARLARI

Toplant! Tarihi 26.07.2017

Toplanti Sayisi

2017/08

Karar Sayisi 2017/68

S.U. Veteriner Fakiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Abdullah BASOGLU tarafindan sunulan
“Abomazum deplasmanl siit¢ii sigirlarda NMR bazh serum idrar ve karaclger
metabolom profili” baghikli Tez Projesi bagvurusu degerlendirilmistir.

Bagvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlars Uretim ve Arastlrma
Merkezi Etik Kurulu (SUVDAMEK) Yo6nergesi ilkelerine uyulduguna, projenin aragtirma
etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar verilmistir. i

Prof. Dr. Oya BULUT

Baskan

r ZDEMIR
Yardimcisi

ol bl :

Ay
Prof. Dr. fbrahim AYDIN
Uye

Dog. Bf. Ayse ER
Raportdr Uye

Dog. Dr. Ozlem DERINBAY EKICI
Uye
(Katiimadr)

GOkhan KILIC
Konya Dogayi ve Hayvanlar
Koruma Dernegi Uyesi
(Katilmad)

Gokhan GULER
Sivil Uye
(Katilmadi)

Nurcan KURS

Personel |ter;

89



EK B: Tezden iiretilmis yayin

Veterinary Quarterly

ISSN: 0165-2176 (Print) 1875-5941 (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/tveq20

@ Taylor & Francis

Nuclear magnetic resonance (NMR)-based
metabolome profile evaluation in dairy cows with
and without displaced abomasum

Abdullah Basoglu, Nuri Baspinar, Leonardo Tenori, Cristina Licari & Erdem
Gulersoy

To cite this article: Abdullah Basoglu, Nuri Baspinar, Leonardo Tenori, Cristina Licari & Erdem
Gulersoy (2020) Nuclear magnetic resonance (NMR)-based metabolome profile evaluation

in dairy cows with and without displaced abomasum, Veterinary Quarterly, 40:1, 1-15, DOI:
10.1080/01652176.2019.1707907

To link to this article: https://doi.org/10.1080/01652176.2019.1707907

© 2020 The Author(s). Published by Informa ﬁ View supplementary material &
UK Limited, trading as Taylor & Francis
Group

>
Accepted author version posted online: 20 E,' Submit your article to this journal &'
Dec 2019.
Published online: 07 Jan 2020.

| @

E

¢ > A
alil Article views: 140 h View related articles &'

View Crossmark data &'

Full Terms & Conditions of access and use can be found at
https://www.tandfonline.com/action/journalinformation?journalCode=tveq20

90



VETERINARY QUARTERLY
2020, VOL. 40, NO. 1, 1-15
https://doi.org/10.1080/01652176.2019.1707907

e Taylor & Francis

Taylor &Francis Group

8 OPEN ACCESS | Chacktoripdate

Nuclear magnetic resonance (NMR)-based metabolome profile evaluation
in dairy cows with and without displaced abomasum

Abdullah Basoglu?®, Nuri Baspinar®, Leonardo Tenori, Cristina Licari® and Erdem Gulersoy®

2Department of Inteal Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, Selcuk University, Selcuklu, Konya, Turkey; "Department of
Biochemistry, Faculty of Veterinary Medicine, Selcuk University, Selcuklu, Konya, Turkey; “Interuniversitary Consortium for
Magnetic Resonance of Metalloproteins (C..LR.M.M.P.), Sesto Fiorentino (Florence), Italy; dMagnetic Resonance Center (CERM),

University of Florence, Sesto Fiorentino (Fl), Italy

ABSTRACT

Background: Displaced abomasum (DA) is a condition of dairy cows that severely impacts
animal welfare and causes huge economic losses.

Objective: To assess the metabolic status of the disease using metabolomics in serum, urine
and liver samples aimed at both water soluble and lipid soluble fractions.

Methods: Fifty Holstein multiparous cows with DA (42 left, 8 right) and 20 clinically healthy
Holstein multiparous cows were used. Left DA was associated with concomitant ketosis in
19 animals and right in two. NMR-based metabolomics approach and hematological and
biochemical analyses were performed. Statistical analysis was carried out on 'H-NMR data
after they have been normalized using PQN method.

Results: Contrary to generated PCA score plots the OPLS-supervised method revealed differ-
ences between healthy animals and diseased ones based on serum water-soluble samples.
While water and lipid soluble metabolites decreased in serum samples, fatty acid fractions
and cholesterol were increased in liver samples in DA affected cows. The metabolomic and
chemical profiles clearly revealed that cows with DA (especially with LDA) were at risk of
ketosis and fatty liver. Serum hippuric acid concentration was significantly higher in healthy
cows in comparison with LDA, whereas serum glycine concentration was reported higher for
healthy when compared to RDA affected animals.

Conclusion: A biochemical network and pathway mapping revealed ‘valine, leucine and iso-
leucine biosynthesis’ and ‘phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis’ as the most
probable altered metabolic pathway in DA condition. Serum was advocated as the optimal
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biological matrix for the "H-NMR analysis.

1. Introduction

Following parturition, up to 35-50% of high produc-
ing dairy cows are affected by metabolic and infec-
tious diseases. Displaced abomasum is a
multifactorial disorder usually diagnosed in early lac-
tation dairy cows, and is a common inherited condi-
tion in Holstein cows (Zerbin et al. 2015; Doll 2015;
Caixeta et al. 2018). The incidence of DA in the
United States dairy herds was determined to be
approximately 3.5% (NAHMS-USDA 2017). Economic
analyses have determined that the average cost per
DA diagnosis is more than $700 when accounting
for direct and indirect costs (McArt et al. 2015).
Understanding DA in cattle has been the object-
ive of numerous in vitro and in vivo studies.
However, a complete elucidation of its pathogenesis
has still to be achieved (Sickinger 2017). Proteomics

and metabolomics have emerged as valuable techni-
ques to characterize proteins and metabolite assets
from tissue and biological fluids, such as milk, blood,
and urine (Takis et al. 2018). There is a multitude of
studies about the metabolic backgrounds of such so-
called production diseases like ketosis, fatty liver, or
hypocalcemia, although the investigations aiming to
assess the complexity of the pathophysiological reac-
tions are largely focused on gene expression, that is,
transcriptomics. For extending the knowledge
toward the proteome and the metabolome, the
respective technologies are of increasing importance
(Vignoli et al. 2019) and can provide an overall view
of how dairy cows react to metabolic stress, which is
needed for an in-depth understanding of the
molecular mechanisms of the related diseases
(Ceciliani et al. 2018). Displaced abomasum occurs
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Table 1. Characterizations of the Holstein cows (+SD).

Cow groups

Parameters Healthy LDA RDA
Postpartum days 135 14+6 15+6
Age (yr) 3+1 3+1 3+1
Parity 2+1 2+1 2+1
Milk yield (kg/d) 2482+755 24.07+7.38 23.00+1.68
Milk fat % 355+1 3.65+1 3451
Milk protein % 3.06+1 3.0+1 3.05+1

simultaneously with fatty liver, but the relationship
between the diseases are not clear (Ingvartsen 2006).

The aim of this study was to reveal new potential
biomarkers representing the metabolic status of DA
by using NMR-based metabolome profile evaluation
and providing possible clues into the pathogenic
mechanisms for DA.

2. Materials and methods

The experimental design was approved by the
Committee on Use of Animals in Research of the
Selcuk University, Faculty of Veterinary Medicine
(Protocol No. 68/2017).

2.1. Animals

Fifty with displaced abomasum (42 LDA and 8 RDA),
and 20 healthy Holstein multiparous cows within
1 month of parturition were used as animal material
(Table 1). Dietary composition and nutrient level
daily for the diseased animals were as follows: corn
silage 12kg, sugar beet pulp 10kg, wheat straw
45kg and concentrate 8.5kg. The concentrate was
consisted of 35% barley, 19.85% wheat, 15% wheat
bran, 25% cotton seed meal, 3% limestone, 0.3%
salt, and 0.35% vitamin-mineral mixture. It will be
contained 21.5% crude protein and 2,850 kcal/kg
metabolizable energy.

Displacement diagnosis was based on the history,
the presence of the characteristic ping on simultan-
eous auscultation and percussion and exclusion of
other causes of left- or right-sided pings.
Ultrasonography was performed in confirming a
diagnosis of LDA and RDA. Among cows with LDA,
19 were associated with concomitant ketosis. Two
cows with RDA had concomitant ketosis too. Ketosis
was detected by urine chemistry analyzer using urine
test strips (Bayer Clinitek 50, Leverkusen, Germany)
and blood ketone meter using blood ketone test
strips Abbott Optium Xceed Pro, Oxford, UK). A
Liptak test-needle was placed in the viscus to
remove fluid, and pH was measured when needed
(Guard 1990). All diagnoses were confirmed during a
surgical operation. Control animals were also multip-
arous within 1 month of lactation and chosen via the
same clinical and hematological methods.

2.2. Blood, urine and liver sampling

Blood samples were collected from the coccygeal vein
into heparin and K-EDTA coated tubes. Blood samples
were immediately used for hematological measure-
ments. Serum samples harvested within an hour by
centrifugation for 15min at 3000rpm were stored at
—80 °C until analysis. Urine samples were obtained via
a sterile, rigid metal catheter (@approximately 0.5cm in
diameter and 40cm long). Liver biopsies were col-
lected on the right side, proximal within the 11th or
12th intercostal space using a Tru-cut biopsy trocar
(Merit Medical, Maastricht, The Netherlands).

Serum, urine, and liver samples were thawed on
ice and extracted using a dual methanol-chloroform
extraction (for protein precipitation and separation
of hydrophilic and lipophilic fractions) as previously
described (Serkova et al. 2005). This eliminates mac-
romolecules (e.g., proteins) and establishes a fused
metabolic profile for water-soluble and lipid-soluble
metabolites. Briefly, 0.5 ml of ice-cold serum or urine
(0.5 mg of the liver) was mixed with 0.5 ml of chloro-
form: methanol (1:1vol/vol) (0.1ml of chloro-
form:0.2ml of methanol and 0.04ml of distilled
water for liver) and centrifuged. The supernatant
(organic phase) was collected, and the pellet was
resuspended with 0.5ml of chloroform/methanol
(0.2ml of chloroform/methanol for liver) and centri-
fuged. The supernatants were combined, and 0.5ml
of ice-cold water (0.1 ml of ice-cold water for liver)
was added to ‘wash out’ remaining water-soluble
metabolites from the organic phase. After 15min at
—20°C, the upper (aqueous) phase was removed
and added to the remaining pellet (to wash out
remaining water-soluble metabolites from the pellet),
1 ml of water was added, and the sample was centri-
fuged and lyophilized by evaporation at 42°C.

2.3. Hematological analysis

Hematological analyses including complete blood
count (erythrocytes and leukocytes counts, MCV,
MCHC, PCV, and Hb) were performed by automated
cell counter (MS4e, Melet Schloesing Laboratories,
Osny, France) and blood gas analysis (pH, pCO,, pO,,
HCO; and BE) by blood gas analyzer (Gem Premier
3000, Instrumentation Laboratory, Bedford, MA
01730, USA).

2.4. Chemical analysis

Serum was harvested within 1h by centrifugation for
15 min at 3000 rpm, and stored at —-80 °C until ana-
lysis. It was analyzed for glucose, lactate, cholesterol,
triglyceride, total protein, albumin, total bilirubin,
BUN, creatinine, some minerals (Na, Mg, P, K, Ca and
ionized Ca); some enzyme activities (AST, GGT, LDH,
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and CPK), NEFA, and CRP by spectrometry
(Autoanalyzer/BT3000 Plus, Rome, Italy). Blood BHBA
levels were measured from whole blood by using
Freestyle Optium H B-ketone, Abbott ® test strips
(Allschwil, Switzerland).

2.5. Samples preparation for "H-NMR
spectroscopy

Dried water-soluble samples were dissolved in
700 uL of 2HZO (99.9 atom % D, Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) and homogenized by vortexing
for 1 min. Then, they were centrifuged (3000rpm at
4°C for 15 min) and 630 uL of each supernatant was
added to 70 uL of potassium phosphate buffer (1.5 M
K>;HPO,, 100% (v/v) 2H20, 2mM NaNs, 5.8mM deu-
terated trimethylsilyl propanoic acid (TMSP); pH 7.4).
After stirring, a total of 600puL from each mixture
was transferred into 5mm NMR tubes (Bruker
BioSpin s.r.l) for the analysis.

The dried lipid extracts were dissolved in 700 pL
of CDCl3 (99.8 atom % D, Sigma Aldrich) and homo-
genized by vortexing for 1 min. An aliquot of 600 uL
from each sample was transferred into 5mm NMR
tubes (Bruker BioSpin s.r.l) for the analysis.

2.6. NMR analysis

For each sample one-dimensional 'H-NMR spectra
were acquired using a Bruker 600 MHz spectrometer
(Bruker BioSpin s.r.l; Rheinstetten, Germany) operat-
ing at 600.13MHz proton Larmor frequency and
equipped with a 5mm PATXI 'H-'>C-'°N and ?H-
decoupling probe including a-z axis gradient coil, an
automatic tuning and matching (ATM), and an auto-
matic and refrigerated sample changer (SampleJet,
Bruker BioSpin s.rl; Darmstadt, Germany). For tem-
perature stabilization, a BTO 2000 thermocouple was
used at the level of approximately 0.1K at the sam-
ple. Before starting the measurement, samples were
kept for at least 5minutes inside the NMR probe
head to equilibrate temperature, at 300K for urine
water soluble samples and at 310K for all the
other extracts.

For each water and lipid-soluble sample, a one-
dimensional 'H NMR spectrum was acquired using a
standard Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
pulse sequence (NOESY 1Dpresat; noesygpprid.com;
Bruker BioSpin) using 98,304 data points, a spectral
width of 18,028Hz, an acquisition time of 2.7s, a
relaxation delay of 4s, a mixing time of 0.01s and a
different number of scans according to the type of
extract (128 scans for both serum water/lipid soluble
and liver-lipid soluble samples; 256 scans for liver
water-soluble extracts; 64 scans for both urine water
and lipid soluble samples).

VETERINARY QUARTERLY (&} 3

In addition, for serum water-soluble extracts,
another 'H-NMR spectrum was acquired using a
standard spin echo Carr-Purcell-Meiboom-Gill pulse
sequence (CPMG) (Meiboom and Gill 1958)
(cpmgprid.comp; Bruker BioSpin) with 128 scans,
73,728 data points, a spectral width of 12,019Hz an
acquisition time of 3.1s, a relaxation delays of 4s
and a total spin-echo delay of 80 ms.

2.7. Spectral processing

Before applying Fourier transform, free induction
decays were multiplied by an exponential function
equivalent to 03Hz line-broadening factor.
Transformed spectra were automatically corrected
for phase and baseline distortions and through
TopSpin 3.2 (Bruker BioSpin software), they were cali-
brated using the anomeric glucose doublet at
5.24 ppm for serum water-soluble extracts, the TMSP
singlet at 0.00 ppm for hydrophilic extracts of liver
and urine and the chloroform singlet at 7.20 ppm for
lipid soluble samples.

Using the bucketing procedure each 1D spectrum,
in the range of 0.2 and 10.0ppm, was segmented
into 0.02ppm chemical shift bins and the corre-
sponding spectral areas were integrated using AMIX
software (version 3.8.4, Bruker BioSpin). Through this
technique, the number of total variables is reduced
and small shifts in the signals are compensated,
making the analysis more robust and reproducible
(Holmes et al. 1994).

For water-soluble extracts, regions between 4.60
and 4.85 ppm containing residual H,O signal were
removed, instead, regions between 690 and
7.55ppm containing chloroform signal were
excluded from spectra of lipid-soluble extracts.

On the remaining bins, probabilistic quotient nor-
malization (PQN; Dieterle et al. 2006) was applied
prior to pattern recognition.

Of note, systemic biofluids, that is, urine and
serum, are able to reflect the global response of an
organism to a disease status contrary to tissue sam-
ples. They require a simple and minimally invasive
collection (Vignoli et al. 2019). Therefore, both urine
and serum represent optimal biological matrices for
the 'H-NMR analysis. However it should be realized
that urine metabolites are more influenced by fac-
tors like age, diet, gut microbiota and/or other
pathophysiological stimuli. Thus, urine 'H-NMR
spectra are often more variable and contain
crowded regions with a lot of signal overlaps and
shifts, while serum samples, being more simple to
be analyzed, could actually find a practical veterin-
ary use.
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Table 2. Hematological analysis (+SD).

Cow groups

Parameters Healthy LDA RDA
Leukocytes (x 10%L) 13714481  1670+11.05 1152+3.21
Erythrocytes (x 10'2/L)  7.35+140°  836+122® 879+1.29°
MoV 4741+573  4815+474  4648+6.04
MCHC (x 10g/L) 3462+277°  3164+247° 3073+196"
Hematocrit (x 1072 L/L) 34.15+451°  4011+661° 41.05+851°
Hemoglobin (x 10g/L) 1177128 12754195  1253+222
Blood pH 744+003" 742+007° 749006
pO; (mmHg) 3572+689  31.80+505  31.87+298
pCO, (mmHg) 3670 +580° 3867+568" 4443+392°
Bicarbonate (umol/L) 2530+2.14° 2488+521° 3347+7.16°
Base excess (umol/L) 117+241° 110+6.13°  10.18+7.00°

2 b 3pMeans within a row with different superscripts differ (p < 0.05).
MCV = Mean corpuscular volume, MCHC = Mean corpuscular hemoglobin
concentration.

2.8. Statistical analysis

Statistical significance was determined with one way
ANOVA test for all the hematological and biochem-
ical variables.

All metabolomic analysis was performed using R,
an open source software for statistical analysis of
data (lhaka and Gentleman 1996). Multivariate ana-
lysis was applied on processed data and Principal
Component Analysis (PCA) was used as a first
exploratory approach. Orthogonal projections to
latent structures (OPLS) analysis was applied as a
supervised technique. In general, OPLS is a multivari-
ate projection method which is normally used for
modeling spectroscopic data. This algorithm is a
modification of the PLS method (Wold 1998) and it
is based on the idea to separate “response linearly
related” and “response unrelated (orthogonal)” in
data, providing a simpler method for interpreting
them (Trygg and Wold 2002).

Accuracies and confusion matrices for different
classifications were assessed by means of 100 cycles
of Monte Carlo cross-validation scheme (MCCV, R
script in-house developed). For this method, at each
iteration, 90% of data are randomly chosen as a
training set to build the model. The remaining 10%
of data was tested and the accuracy for the classifi-
cation was established. This procedure is repeated
100 times to derive an average discrimination accur-
acy for each group of subjects.

Univariate statistical analysis was carried on 'H-
NMR data after they have been normalized using
PQN method. In particular, spectral regions related
to the different metabolites were assigned by using
AMIX 3.8.4 (a Bruker BioSpin software) and published
literature data. The same regions were integrated to
get concentration values of metabolites in arbitrary
units. Resulting values were used to determine dis-
criminating metabolites among the groups of cows.
Wilcoxon signed-rank test (Neuhauser 2011) was
applied to deduce metabolite differences among
groups on the biological assumption that metabolite

concentrations are not normally distributed. False
discovery rate correction was used applying the
Benjamini-Hochberg method (FDR) (Benjamini and
Hochberg 1995) and the adjusted p value <0.05 was
considered statistically significant.

Biochemical network mapping and related path-
way analysis were also performed for serum metabo-
lites (see the Supplementary Material file for details).

3. Results
3.1. Blood and chemistry profile

The main differences in biochemical parameters of
LDA group included increased NEFA (p <0.001),
BHBA (p < 0.001) and triglyceride (p < 0.001) as com-
pared to controls. There were significant increases in
lactate, BE and CRP in RDA levels, and decreased K
in RDA affected animals group. In spite of significant
changes in other biochemical, and hematological
parameters, they were within normal reference
ranges (Tables 2 and 3).

3.2. NMR-Based metabolomic evaluation

NMR spectra of serum, liver and urine samples were
acquired. Two samples for serum water-soluble
extracts; five for serum lipid extracts; six for liver lipid
soluble samples and five for urine lipid soluble
samples were removed from the statistical
analysis because of the bad quality of the gener-
ated spectra.

Processed 1D spectra from all type of extracts
including the three different groups of animals
(healthy cows, cows with LDA and cows with RDA
have been analyzed firstly using PCA to have an
overview of the main differences between healthy
cows and those with the displacement of the abo-
masum. Figure 1a-g shows the PCA score plots on
1D NOESY of all types of extracts and on 1D CPMG
of serum water soluble samples.

The resulting score plots are not sufficient to dis-
criminate healthy animals from cows with aboma-
sum displacement and no evident differences are
reported for the discrimination between cows with
left or right displacement.

To explore differences between healthy and dis-
eased cows, the OPLS-supervised method was used.
OPLS models were built on 1D NOESY spectra and on
1D CPMG spectra for serum water soluble samples
(Figure 2a-g) and a different number of components
were retained in the model depending on the type of
samples. All models comparing healthy versus dis-
eased animals, as shown by prediction accuracies of
cross-validation analyses in Figure 2a-g, are able to
discriminate each group of cows with high accuracies
and in particular, healthy animals were discriminated
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Table 3. Biochemical analyses (+SD).
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Cow groups
Parameters Healthy LDA RDA
Na (mmol/L) 146.90 +5.41° 139.76 + 5.30° 139.75 +5.20°
Cl (mmol/L) 104.60 + 3.25% 9830+ 7.67° 85.25+13.93°
K (mmol/L) 424+038° 343+064° 292+073°
P (mmol/L) 23256 +042313° 1.59239 + 0.54587° 19057 + 09108
Mg (mmol/L) 0.8877 +0.17673° 0.63705 +0.17673° 0.8918 +0.3945°
Ca (mmol/L) 32625 +0.275° 2.7375+0.33° 263+0395°
GGT (U/L) 1590 +5.87° 4152+3426% 70.75 + 63.33°
CK (U/L) 326.10 £212.07 487.64 +498.11 39537 +279.31
AST (U/L) 134.40 +45.56 191.38 +120.86 17562 +137.23
ALP (U/L) 5830+ 12.97 63.47 +29.59 79.62+41.76
LDH (U/L) 2070.60 + 247.84 2005.59 +571.85 2109.75 + 381.83
BUN (mmol) 296+06" 364+219° 7.81+585°
Creatinine (umol/L) 96.36 + 13.26" 101.66 + 33.59" 14321 +79.56°
Total biluribin (umol/L) 37.28+18.1° 129+68" 129+70°
Glucose (mmol/L) 293+0.54° 459+284" 7.06+3.12°
Lactate (mmol/L) 149+101° 2.80+239% 397 +399°
Cholesterol (mmol/L) 3390+ 1.5° 23+104 2.86+1.21
Triglyceride (mmol/L) 035034 063 +051° 024 +0.16°
Total protein (g/L) 0.08+0.01° 0.07 +001° 0.07+001°
Albumin (g/L) 0.036 + 0.00° 0.0324+001* 0.03 +0.00°
NEFA (mmol/L) 0.28+0.36" 1.26 +0.60° 1.09 + 056
BHBA (mmol/L) 0.82+0.50° 194+135° 097 +0.77*
CRP (nmol/L) 552+457° 10581 12,67 +6.38"

2 b abpeans within a row with different superscripts differ (p < 0.05).

NEFA = Non-esterified fatty acid, BHBA = B-hydroxybutirate, CRP = C-reactive protein.

from the diseased ones with higher accuracies than
80% regardless of the type of sample under study.
However, systemic biofluids, that is, urine and blood
serum, are able to reflect the global response of an
organism to a disease status with respect to tissues
biopsies. They required a simple and minimally inva-
sive collection (Vignoli et al. 2019). Therefore, both
urine and blood serum represent optimal biological
matrices for the 'H-NMR analysis of the DA disease,
however urine metabolites are more influenced by,
for example, age, lifestyle, diet, the activity of gut
microflora or another symbiotic organism and/or
other pathophysiological stimuli. Thus, urine "H-NMR
spectra are often more variable and contain crowded
regions with a lot of signal overlaps and shifts, while
serum blood samples, being more simple to be ana-
lyzed, could actually find a practical veterinary use.

'H-NMR spectra were also analyzed to identify
which metabolites are altered in the three groups of
cows. The complete list of identified and quantified
metabolites from both the lipophilic and the hydro-
philic fractions from each type of sample is in Table
4; adjusted p values are reported only for metabo-
lites that differ significantly (p value <0.05) among
the various comparisons performed. In particular, for
each type of sample, healthy cows were compared
to subjects with both LDA and RDA. To highlight
metabolites that are significantly different between
the two types of displacements, the comparison
between cows with left and right abomasum disloca-
tion was performed too.

From the analysis of serum samples, it appeared
that healthy cows showed higher levels of hippuric
acid, glycine, citrate, trimethylamine N-oxide,

tyrosine, propionate, 2-aminobutyric acid, acetate,
isoleucine, and alanine both when they were com-
pared to LDA and RDA. In particular, hippuric acid is
very high in healthy in comparison with LDA,
instead, a high level of glycine was reported for
healthy when compared to RDA. Furthermore,
healthy cows showed higher levels of lipids respect
to the diseased animals.

Diseased cows (with left or right displacement)
compared with healthy animals appeared to be
richer in 2-hydroxybutyrate, inosine, and lactate.
Furthermore, glycine and 2-aminobutyrate were sig-
nificantly higher for LDA than for RDA cows. Serum
and liver contained high concentrations of 2-hydrox-
ybutyrate in diseased cows compared with those
from healthy ones.

In addition, the liver of diseased cows showed
higher levels of myoinositol. Instead, healthy animals
appeared to have higher levels of glucose in their liver
and glycerol phosphocholine appeared to be higher in
LDA subjects when compared to RDA animals.

Interesting information arises also from the ana-
lysis of liver lipids. Indeed, it resulted in that signal
of glycerol backbone protons —(CH,)- was very high
in cows with LDA when compared to healthy, but
not in the case of the comparison with RDA animals.
Then, signals of fatty acids arising from —(CH,)p,,
CH5(CH5),, and -CH,-CO protons were higher in dis-
eased both when we considered LDA and RDA
groups related to healthy.

At the end, from urine samples, high levels of hip-
puric acid and trimethylamine N-oxide in healthy
subjects were confirmed and high levels of dimethyl-
amine, choline, and creatinine resulted in diseased
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Multivariate analysis
PCA on 1D NOESY
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) score plots. Each dot represents a single "H-NMR spectrum and each color repre-
sents a different group of cows: healthy (yellows dots), LDA (red dots) and RDA (blue dots). (a) PCA on 1D NOESY spectra of
serum water soluble samples; (b) PCA on 1D NOESY spectra of serum lipid soluble samples; (c) PCA on 1D NOESY spectra of
liver water soluble samples; (d) PCA on 1D NOESY spectra of liver lipid soluble samples; (e) PCA on 1D NOESY spectra of urine
water soluble samples; (f) PCA on 1D NOESY spectra of urine lipid soluble samples; (g) PCA on 1D CPMG spectra of serum

water soluble samples.

animals (both LDA and RDA). Furthermore, cows
with LDA showed a very high level of 2-hydroxy-3-
methyl valerate when compared to healthy animals;
instead, cows with RDA have a very high level of
dimethylamine.

The analysis of urine lipids is less straightforward
because of the reduced number of lipids in urine, but
among the eight lipophilic assigned fractions, it
resulted that signals corresponding to glycerol back-
bone protons —(CH,)- were higher for diseased ani-
mals, as described for liver samples. Signals arising
from —(CH,),, CH3(CH,), protons of fatty acids are
higher in RDA group when compared to LDA subjects.

Summarizing the most significant findings
obtained from the analysis of the three different
matrices (serum, liver and urine samples), it is

obvious that hippuric acid, citrate, dimethyl sulfone,
trimethylamine oxide, tyrosine, propionate and 2-
aminobutyric acid concentrations were lower
(adjusted p values <0.01) in serum in both LDA and
RDA cows. In addition, liver glucose concentration
was very low (adjusted p value <0.001) in both LDA
and RDA cows as compared to controls. Finally, only
urine trimethylamine oxide concentration was
(adjusted p value <0.05) lower for both right and
left abomasal displacements. Moreover, phosphogly-
cerides, phospholipids, unsaturated and polyunsatur-
ated fatty acids and sphingomyelin were lower
(adjusted p values <0.05) in diseased cows’ serum
only. Finally, the biochemical network and pathway
mappings performed on serum metabolites high-
lighted the “valine, leucine and isoleucine
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OPLS on 1D NOESY and Confusion matrices
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Figure 2. OPLS score plots of all type of extract. Each dot represents a single "H-NMR spectrum and each color represents a
different group of cows: healthy (yellows dots), LDA (red dots) and RDA (blue dots). (a) OPLS on 1D NOESY spectra of serum
water soluble samples; (b) OPLS on 1D NOESY spectra of serum lipid soluble samples; (c) OPLS on 1D NOESY spectra of liver
water soluble samples; (d) OPLS on 1D NOESY spectra of liver lipid soluble samples; (¢) OPLS on 1D NOESY spectra of urine
water soluble samples; (f) OPLS on 1D NOESY spectra of urine lipid soluble samples; (g) OPLS on 1D CPMG spectra of serum
water soluble samples. Confusion matrices and related predictive accuracy of cross-validation analysis are reported for

each model.

biosynthesis” and the “phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis” as the most probable
altered metabolic pathway in DA condition (see
Supplementary Figures S1 and S2).

4. Discussion

Displaced abomasum was evaluated more compre-
hensively using serum, urine and liver metabolome
of dairy cows in the present study.

The most commonly used indicators of energy
status are NEFA and BHBA concentrations during
both the dry and puerperal periods, as well as total
protein and albumin during the puerperal period
(Puppel and Kuczynska 2016). A predictive associ-
ation of elevated concentrations of BHBA with the
risk of DA has been reinforced. Furthermore, low Ca
and K concentrations, and high apo B100 concentra-
tion as well as, AST and GGT activities are related to
the subsequent occurrence of DA (Sevinc et al. 2002;
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Table 4. Concentrations in arbitrary units (median + Median Absolute Deviation (MAD)) of the metabolites assigned in serum,
liver and urine samples (both hydrophilic and lipophilic fractions).

Metabolites Healthy (arbitrary units) LDA (arbitrary units) RDA (arbitrary units) “adjusted” p value (<0.05)

Serum water 2-aminobutyrate 1450+ 634 67.9+285 20.6+10.1 <0.05 (healthy versus LDA)
soluble (SWS) <0.001 (healthy versus
RDA)
<0.001 (LDA
versus RDA)
2-hydroxybutyrate 32+32 201.2+155.3 311.4+1654 <0.0000001 (healthy
versus LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)

3-hydroxybutyrate 4896.0 +984.3 84543 +5252.8 3221.2+810.1 <0.05 (healthy versus LDA)

3-hydroxyisobutyrate 2123 +58.0 2289 +68.2 265.9+101.9

Acetate 15866.6 +2143.8 0.01+0.01 0.01+0.01 <0.00001 (healthy versus
LDA)

<0.05 (healthy

versus RDA)
Alanine 1603.0 +305.1 10829 +337.3 800.8 +230.0 <0.001 (healthy versus

LDA)

<0.0001 (healthy

versus RDA)

Benzoate 272+148 185+185 150.2+130.7
Carnitine 681.9+97.0 1000.0 +451.8 752.3+3545 <0.05 (healthy versus LDA)
Citrate 281442429 698.6 +333.4 907.5+188.2 <0.00000001 (healthy
versus LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)
Choline 456.2 £ 86.6 531.9+146.7 393.5+110.8
Creatine 2285.0 +£357.1 1788.7 +385.9 1518.3+£703.9 <0.05 (healthy versus LDA)
Creatinine 9439+ 139.0 819.1+£172.9 1087.8+449.4
Dimethy! sulfone 661.9+189.9 179.7 £82.8 136.3+413 <0.000000001 (healthy
versus LDA)
<0.00001 (healthy
versus RDA)
formate 6508 +77.0 509.9 +155.6 564.1+97.1 <0.05 (healthy versus LDA)
Fructose 6755+110.5 745.0 £244.7 1466.1+378.3 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Glycine 21808 £2135 1270.3 +460.7 184.8+ 18438 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy versus
RDA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Glucose 1233.0+106.3 1105.7 + 256.1 1434.0+ 3422
Glutamine 193478 401137 15.7+13.2 <0.001 (healthy
versus LDA)
Hippurate 437.2+1157 58.2+33.2 540+158 <0.00000001 (healthy
versus LDA)
<0.00001 (healthy
versus RDA)
inosine 6.13+6.13 25.1+188 383+£10.1 <0.001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Isoleucine 6758+ 1064 3521+£118.2 150.2+50.3 <0.00001 (healthy versus

LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
lactate 22406 +426.1 3023.0+1328.1 3024.6+900.6 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)

leucine 1169.5+195.8 816.5+318.1 481.4+1365 <0.05 (healthy versus LDA)
Lysine 559.9 +449 5459 +583 468.9+38.1 <0.05 (healthy versus RDA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Mannose 205.0+409 2650725 457.2+68.2 <0.001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Myoinositol 837+174 83.7+240 93.9+43.6
Phenylalanine 486.9 +60.0 342.7+793 297.2+98.2 <0.001 (healthy
versus LDA)
Proline 1769 +27.8 146.0 +35.4 139.4+£61.5 <0.05 (healthy versus LDA)
Proprionate 603 +16.0 276+13.0 247 +8.6 <0.00001 (healthy versus
LDA)

<0.001 (healthy

versus RDA)
Succinate 7919+1428 570.7 £170.8 558.5+194.9 <0.05 (healthy versus LDA)
Threonine 57.1+10.1 470+13.0 31.5+104

(continued)

98



Table 4. Continued.
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Metabolites

Healthy (arbitrary units)

LDA (arbitrary units)

RDA (arbitrary units)

“adjusted” p value (<0.05)

Serum lipid
soluble (SLS)

Liver water
soluble (LWS)

Trimethylamine
N-oxide

Tyrosine

Unknow
Valine
Cholesterol C(18)H;

Cholesterol
€(20,22,23)H,-

Cholesteryl
ester -C(3)H

Free cholesterol
C(3)-H

Fatty acid -CH=CH-
CH,-CH=CH-

Fatty acid -(CH,)n-

Fatty acid -CH;

Fatty acid -CH,-CO

Fatty

acid =CH_CH2_CH,

Glycerol
backbone —(CH,)-

Phosphoglycerides
<H-

Phospholipids N(CH;);

Polyunsatured fatty
acids (18:2, bis
allylic protons)

Sphingomyelin
-CH =CH-

Unsaturated fatty
acid -CH =CH-

Unknow lipid
2-aminobutyrate
2-hydroxybutyrate

3-hydroxybutyrate
2-hydroxyvalerate
acetate

4120.1 £1074.2

2102+393

80681015
1037.2+2229
922289 +23815.5

960594 +23169.5

18006.6 +4574.6

8083.6 + 1364.7

17792.4 +3499.8

16157493 +254434.4

1421114 £43363.0

56704.1 £ 13705.7

81686.8 + 24564.3

2870.3 £665.6

132126 +2528.7

169112.5 +33440.1

57311.7 £18174.2

29976 +513.0

185955.1 £52747.7

719.2+85.1
846+35.1
391134

649.8+210.0
1928+75.2
156.7 £ 545

1263.6 +340.4

797 £265

7240£210.9
798.0 +267.0
47223.8 +13086.6

48743.5 £13234.9

7914.7 £2524.0

5712.1+2134.8

16022.5 +6185.2

12331969 £171325.7

80141.0£18795.6

28166.0 +5875.4

343614 +11049.9

1761.0 £404.6

8006.1 +1844.0

107897.8 + 23962.2

25810.8 £7702.0

20242+522.9

117222.1 +28036.2

8728+171.5
105.7 £55.1
57.1£231

638.5+431.6
113.2£76.0
99.7 £38.6

1535.7+281.8

657124

755.7+373.1
360.8+116.9
51198.9+ 84519

53844.7+7671.8

9110.7£10239

6336.3+896.8

14097.5+7392.1

1173938.0 + 83905.6

88449.1+£ 115243

29411.3+2962.7

30264.7 +6366.5

1337.1£2356

5869.4+ 1368.8

93096.8 + 14665.1

21921.8+4081.7

2359.6+358.0

109687.6 + 20646.2

709.8+737
843 %370
58.5+10.7

321.4+2357
206.4+100.1
202.5+52.1

<0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
<0.000000001 (healthy
versus LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)
<0.0000000001 (healthy
versus LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)

<0.05 (healthy versus LDA)
<0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
<0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
<0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
<0.05 (healthy versus LDA)

<0.0001 (healthy versus
LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
<0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
<0.0000001 (healthy
versus LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
<0.0000001 (healthy
versus LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
<0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)
<0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)
<0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.0001 (healthy
versus RDA)
<0.0000001 (healthy
versus LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
<0.05 (healthy versus LDA)

<0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)

<0.05 (healthy versus LDA)

<0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)

<0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (LDA versus RDA)

(continued)
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Table 4. Continued.

Metabolites Healthy (arbitrary units) LDA (arbitrary units) RDA (arbitrary units) “adjusted” p value (<0.05)
Alanine 1684.8 +317.7 1251.5+335.9 901.6+ 486.6
Aspartate 2233+450 137.5+£405 117.9£66.5 <0.05 (healthy versus LDA)
Choline 54944 +1219.7 67126 +1175.0 6621.9+ 2257.1
Creatine 613.5+223.1 663.8+331.4 11524+ 29838 <0.05 (healthy versus RDA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Creatinine 429.1+107.8 4638 +182.7 401.9+1536
Formate 427+174 51.0+19.8 85.2+64.0
Fumarate 5174216 675+184 47.6 £46.0
Glycerol 3355+78.1 6789+93.9 638.2+201.4 <0.000000001 (healthy
versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
sn-Glycero-3- 6496.9 +1722.2 53914 +1085.4 3154.2+13175 <0.05 (healthy versus LDA)
phosphocoline <0.001 (LDA
versus RDA)
Glycine 1180.1 +275.8 20919 +306.7 1759.6+543.4 <0.0001 (healthy
versus LDA)
Glucose 3163+ 1444 257 +257 31+3.1 <0.0001 (healthy versus
LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
Glutamate 91.8+269 116.5+35.7 73.8+59.5
Isoleucine 433+199 316+11.8 350+7.5
Isopropanol 16.5+64 192+87 37.3+10.6 <0.05 (healthy versus RDA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Lactate 977.6 +£247.6 657.6 +120.0 837.5+438.1 <0.05 (healthy versus LDA)
Leucine 279+279 440+ 206 342+153
Myoinositol 395+169 91.2+280 117.0+35.0 <0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
O-phosphocholine 1956.1 + 4746 21716 +548.4 3725.5+12293
Succinate 236.6 427 2230+31.8 193.7£62.6
Uracil 52.7+465 565+37.3 71.1+463
Uridine 69.3+30.1 1253 +22.6 113.3£39.7 <0.00001 (healthy
versus LDA)
Unknow 2786+782 1223 +37.7 82.6£65.2 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Valine 1114+369 781+233 82.3+294
Liver lipid Free 873.5+393.6 11128 +395.5 1205.4+349.2
soluble (LLS) cholesterol -C(3)H-
Total 3367.7 £ 8189 4317.6 £1699.1 4667.2+ 686.1 <0.05 (healthy versus RDA)
cholesterol -C(18)H;
Multiple 49303 +373.3 6027.2+1271.3 6327.8+567.6 <0.05 (healthy versus LDA)
cholesterol protons <0.05(healthy
versus RDA)
Fatty acids 788746 +7424.3 130014.7 £32490.4  97446.8 £ 9668.3 <0.0000001 (healthy
-CH3-(CH2) versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Fatty acids —(CH,),- 6721459 +75460.2  1034204.0 +270216.9 853648.9+106179.1 <0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Fatty acids -CH,- 455655.5 + 113667.9 549820.1 +115872.8 601105.4+43428.1
CH,-CO
Fatty acids -CH,-CH= 34891.7 £ 10498.9 57371.2+39746.7  52710.2+ 16408.1 <0.05 (healthy versus LDA)
Fatty acids -CH,-CO 47047.6 +10198.8 79889.6 +33886.7 64893.3+ 13046.1 <0.001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Fatty acids =CH- 26475.0 £10383.5 30851.1 £15070.1  24588.6+4016.0
CH,-CH=

Fatty acids -CH = CH-
Glycerol
backbone —(CH,)-
Phosphoglycerides
CH-
Phosphatidylcholine

Sphingomyelin-choline

Unknow 1

Unknow 2
3-hydroxybutyrate

47835.0+17628.7
199.2+199.2

13916.0 +4406.2
12167.2 £4147.0

401549 +13163.9
949.2 £156.8

3851.5£629.2
20574 £675.8

78192.9 +42839.6
92673 +9212.6

13895.6 +5307.9
9516.6 £3512.6

291599+ 11177.4
5812681

3129.0+318.4
3756.0 +£3329.4

56367.3+8661.7
1655.4+1438.7

16490.1+ 31564
12207.6+30185

38578.1+9073.0
654.5+82.1

3089.0+365.6
1168.0 + 895.7

<0.001 (healthy
versus LDA)

<0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)

<0.05 (healthy versus LDA)

(continued)
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Metabolites Healthy (arbitrary units) LDA (arbitrary units) RDA (arbitrary units) “adjusted” p value (<0.05)
Urine water <0.05 (healthy versus LDA)
soluble (UWS) <0.05 (LDA versus RDA)

2-hydroxy-3- 15269 +4194 29883 +1348.7 1687.1+409.5 <0.05 (healthy versus LDA)
methyl-valerate
4- 5722 +60.0 3884+138.6 4442+183.7 <0.001 (healthy
hydroxypheny versus LDA)
lacetate
acetate 6830.7 + 2345.6 14826 +1266.6  4481.2+4150.3 <0.001 (healthy
versus LDA)
Alanine 336.6+108.1 4178 +379.1 243.7+52.1
Allantoin 3492 +61.7 5061.5 +3542.5 5761.6+5104.0 <0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Benzoate 228+228 2126 +212.6 08+0.8 <0.05 (healthy versus LDA)
Citrate 4678.6 +3277.1 1507.7 £ 1286.6 1985.2+1733.5 <0.001 (healthy
versus LDA)
Choline 519+519 365.0 +200.3 389.0+89.4 <0.000001 (healthy versus
LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
Creatine 8791.9+2611.7 215022 £ 8430.5 12218.0+9821.0 <0.0000001 (healthy
versus LDA)
Creatinine 10687.5 + 2748.9 16234.4 £ 6726.3 23289.9+10904.7 <0.0001 (healthy versus
LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
Dimethylamine 279+182 22485+1265.4  2272.1+16138 <0.00000001 (healthy
versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Dimethy! sulfone 13483 +300.8 2756 +196.8 484.4+220.2 <0.0000001 (healthy
versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Formate 1068.1+1433 231.5+182.6 1282347487 <0.00001 (healthy versus
LDA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Fumarate 29.1+£269 332+221 26.2+125
Glyoxilate 498 +287 21.0+20.7 49.3+486 <0.05 (healthy versus LDA)
Hippurate 957143 +5107.3 249488 +14254.0  26049.2+7194.1 <0.000000000001 (healthy
versus LDA)
<0.00001 (healthy
versus RDA)
Isobutyrate 347.6+207.2 637.1 £346.9 333.2+ 2580 <0.05 (healthy versus LDA)
Lactate 1473.5+ 14735 5027.5 +£4525.9 360.1+151.7 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Lactose 360.1+151.7 17045 +1254.4  225.4+2254 <0.001 (healthy verus LDA)
<0.05 (RDA versus LDA)
N-phenylacetylglycine 18749.8 + 4876.8 16422.8 +4249.5 15927.5+2047.1
3-hydroxybutyrate 23524 +1941.6 1657.9 +1253.0 1903.9+1513.0
Trimethylamine 40396.6 +3423.7 11389.4 + 6067.4 9964.5 + 3920.7 <0.0000001 (healthy
N-oxide versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Tyrosine 567.0+1253 1452+145.2 497.0+474.1 <0.05 (healthy versus LDA)
Unknow 1 7163.5 +1254.9 9895.8 + 3864.0 10944.8+3811.2 <0.05 (healthy versus LDA)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Unknow 2 388.2+123.1 17152 +758.2 539.8+167.9 <0.00001 (healthy versus
DA)
<0.05 (LDA versus RDA)
Unknow 3 643.9+2179 1255.1+£575.8 670.1+163.3 <0.05 (LDA versus RDA)
Urine lipid Total 171.8+89.8 53.6+53.6 0.01+£0.01
soluble (ULS) cholesterol C(18)H;
Glycerol 184+184 1976 £42.3 165.3+37.2 <0.0000001 (healthy
backbone —(CH,)- versus LDA)
<0.001 (healthy
versus RDA)
Fatty acids 122298.2 + 14347 9413.9 +806.0 14060.8+351.8 <0.05 (healthy versus RDA)
-CH3-(CH,) - <0.0001 (RDA

Fatty acids -(CH,),
Fatty acids -CH,-
CH,-CO

85753.5+12290.1
274637.5 £36310.8

versus LDA)
<0.001 (RDA versus LDA)
<0.0001 (healthy versus
LDA)

56153.8 +£6561.3
214963.2 £ 26967.3

94974.8+7035.4
217487.8 £ 24605.4

(continued)
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Table 4. Continued.

Metabolites Healthy (arbitrary units) LDA (arbitrary units) RDA (arbitrary units) “adjusted” p value (<0.05)
<0.05 (healthy
versus RDA)
Fatty acids =CH- 1406 £735 516+51.6 968+17.8 <0.05 (healthy versus LDA)
CH,-CH=
Fatty acids -CH = CH- 643.0+260.8 3846+189.4 325.7+290.0
Unknow 12492 +934 11427 £126.7 983.2+127.8 <0.05 (healthy versus LDA)

<0.001 (healthy versus
RDA)
<0.05 (LDA versus RDA)

p values adjusted for false discovery rate are reported only for metabolites that differ significantly (p value <0.05) among the various comparisons
performed. In particular, for each type of sample, healthy cows were compared to subjects with both LDA and RDA. To highlight metabolites that
are significantly different between the two types of displacements, the comparison between cows with left and right abomasum dislocation was

performed too.

Civelek et al. 2006; Sen et al. 2006; Seifi et al. 2011;
Constable et al. 2013). While serum and urine lactate
levels from metabolomic analysis were increased in
diseased groups, liver lactate was decreased in LDA
cows. The timing, magnitude, and duration of peri-
partum increases in circulating concentrations of
NEFA and BHBA are associated with the risk of the
displaced abomasum, uterine disease, and reproduct-
ive performance from 1 through 20weeks later
(LeBlanc 2010). The generally used cut-off value for
the diagnosis of subclinical ketosis is >1200 and up
to 1400 umol/L of blood BHBA (Suthar et al. 2013).
Clinical ketosis is generally characterized by concen-
trations of BHBA in the blood >3000 umol/L (Oetzel
2007). The different metabolites in cows with milk
fever reflected the pathological features of negative
energy balance and fat mobilization (Sun et al.
2014). In accordance with the above references,
increased lactate, NEFA, BHBA, but decreased K lev-
els in diseased groups were observed in the present
study. Although some cows with LDA and RDA had
also concomitant ketosis, BHBA level (1.94+1.35)
was significantly increased in LDA group as well as
3-hydroxybutyrate in serum and urine samples of
LDA cows were increased. The 3-hydroxybutyrate
was higher in RDA group compared with LDA cows.
Increased blood concentrations of isopropanol are
observed in ketotic cows (Sato 2009). In the present
study, isopropanol and acetate was found higher in
liver samples of RDA group than in healthy and LDA
cows. Increased serum amyloid A and haptoglobin
were found in cows with LDA or RDA/AV. Such an
increase may indicate the presence of hepatic lipid-
osis in cattle with DA (Guzelbektes et al. 2010). The
highest values of CRP and haptoglobin were
observed in cows during the first month after calv-
ing (Debski et al. 2016). In the present study, the
highest values of CRP was observed in RDA cows.
This may be attributed to fatty liver in cows
with DA.

In ruminants, the principal gluconeogenic sub-
strates include propionic acid, lactic acid, glycerol,
and gluconeogenic amino acids (alanine, asparagine,
arginine, aspartic acid, cysteine, glycine, histidine,

methionine, proline, propionic acid, serine, valine). A
lack of gluconeogenic substrates is an important risk
factor in the pathogenesis of ketosis. Ketogenic
amino acids (e.g., leucine and lysine) can also enter
the tricarboxylic acid cycle by oxidative deamination.
A disturbance in the tricarboxylic acid cycle may
contribute to clinical ketosis (Sun et al. 2014). A non-
metabolomic approach showed that plasma from
LDA cattle exhibited significantly higher free fatty
acid and BHBA, lower glucogenic amino acids, such
as methionine, alanine, and serine, and higher ratio
of ketogenic amino acids among blood free amino
acids such as leucine and lysine (Hamana et al.
2010). In the present study, both gluconeogenic and
ketogenic amino acids such as phenylalanine, isoleu-
cine, and threonine were found decreased as well as
ketogenic (leucine, lysine) and gluconeogenic (ala-
nine, isoleucine, glycine, glutamine, proline, valine)
amino acids in diseased cows. Lysine and glycine,
and even leucine were lower in RDA cows. Ketosis in
cows with LDA may be attributed to a lack of gluco-
neogenic substrates (propionic acid, glycerol, and
gluconeogenic acids) and ketotic cows’ consumma-
tion of large amounts of ketogenic substances.
Carnitine transports the activated fatty acids from
the cytosol into the mitochondrion via their corre-
sponding carnitine ester (Stanley et al. 1992).
Acetylcarnitine, as the shortest acylcarnitine, facili-
tates the movement of acetyl-CoA into the matrices
of the mitochondria. Furthermore, in the mitochon-
dria, carnitine acetyl-CoA transferase catalyzes the
conversion of acetyl-CoA to C2, a membrane perme-
able metabolite which facilitates mitochondrial efflux
of excess acetyl-CoA. Increased hepatic carnitine con-
centrations observed in 1 wk postpartum and might
be regarded as a physiologic means to provide liver
cells with sufficient carnitine required for transport
of excessive amounts of NEFA during a negative
energy balance (Schlegel et al. 2012). Especially the
role of specific glycerophospholipids, sphingolipids,
and acylcamitines as potential biomarkers should be
considered for metabolic adaptation of transition
dairy cows (Kenéz et al. 2016). In the current study,
serum carnitine level in diseased cows (especially in
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LDA group) was higher than in a healthy group. This
may point to an increase in the mitochondrial oxida-
tion of the ketogenic and gluconeogenic
amino acids.

Valine, leucine, and isoleucine biosynthesis plays a
vital role in milk protein synthesis. Hippuric acid,
nicotinamide, and pelargonic acid are milk protein
biomarkers (Wu et al. 2018). Hippuric acid, as an aro-
matic compound, could be converted into aromatic
amino acids such as tryptophan, tyrosine, and
phenylalanine, then be transformed into nicotina-
mide. Higher serum hippuric acid might also indicate
more energy supplied by glucose metabolism and
hormone regulation (Pero 2010). Urinary hippuric
acid might reflect the dietary composition, hepatic
function, disease state, and even metabolism altera-
tions. A higher urinary hippuric acid level leads to
more nitrogen loss and lower milk protein yield in
cows fed low-quality forages, which supports the
hypothesis that hippuric acid as excretory products
is mainly produced from dietary protein degradation
(Sun et al. 2016). In this present study, hippuric acid
was one of the most prominent metabolites. Its
lower level in serum and urine of diseased groups
(especially in LDA group) together with lower valine,
leucine, and isoleucine in serum may indicate less
energy supplied and less nitrogen loss in a cow
with DA.

Leucine, one of the three branch chain amino
acids, acts as a signaling molecule in the regulation
of overall amino acid and protein metabolism.
Leucine is also considered to be a potent stimulus
for the secretion of insulin from pancreatic B-cells
(Sadri et al. 2017). The three branched-chain amino
acids, leucine, isoleucine, and valine that are classi-
fied as essential amino acids, play important roles in
regulating overall amino acids and protein metabol-
ism. Marczuk et al. (2018) found that higher concen-
trations of glutamine, glutamic acid, isoleucine, and
tyrosine in cows with primary ketosis, and that sig-
nificant decrease in the concentrations of asparagine,
histidine, methionine, and serine, alanine, leucine,
lysine, and proline. In the current study, significant
decreases in leucine, isoleucine, tyrosine, trimethyl-
amine N-oxide, and valine of diseased groups were
observed. Thus, protein and amino acid metabolisms
seem to be adversely affected in the present study.

According to Shibano et al. (2005), the improve-
ment of the glycine/alanine ratio in high producing
dairy cows may indicate increased milk production
and milk quality. Furthermore, the glycine/alanine
ratio may be a useful indicator for determining nutri-
tional deficiency from the transition period to the
peak lactation period. Measurement of glycine/ala-
nine ratio in serum may be useful for evaluating the
nutritional status of a periparturient dairy cow. In
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the present study, this ratio was found much more
impairment in the RDA group, suggesting their poor
nutritional status.

The biopsy of the liver is the most reliable
method for accurate estimation of the degree of
fatty infiltration. It can be used to determine the
concentration of triglycerides and the severity of the
fatty liver (Herdt et al. 1983). Due to the rapid devel-
opment of metabolomics in recent years, the use of
this approach for disease biomarker assessment has
become popular. A metabolomic approach revealed
the primary differences including increases in BHBA,
acetone, glycine, valine, trimethylamine-N-oxide, cit-
rulline, and isobutyrate, and decreases in alanine,
asparagine in plasma samples of cows with fatty liver
(Xu et al. 2016). A study evaluating alterations of the
lipid metabolome in dairy cows experiencing exces-
sive lipolysis early postpartum showed that overall,
excessive lipolysis in the high group came along
with impaired estimated insulin sensitivity and char-
acteristic shifts in acylcarnitine, sphingomyelin, phos-
phatidylcholine, and lysophospholipid metabolome
profiles compared to the low group. From the
detected phosphatidylcholines mainly those with
diacyl-residues showed differences among lipolysis
groups. Furthermore, more than half of the detected
sphingomyelins were increased in cows experiencing
high lipomobilization. Additionally, strong differences
in serum acylcamitines were noticed among lipolysis
groups (Humer et al. 2016). The concentration of tri-
acylglycerides in plasma drops at the day of partur-
ition whereas the plasma level of many
phosphatidylcholines and sphingomyelins increases
steadily during early lactation (Imhasly et al. 2015).
The measurement of specific representatives of
phosphatidylcholines in plasma may provide a novel
diagnostic biomarker of fatty liver disease in dairy
cows (Gerspach et al. 2017). Choline can be metabo-
lized to several other products, including betaine,
phosphatidylcholine, and acetylcholine, each with
critical biological roles (Garcia et al. 2018). The
abnormal decline of certain specific phosphatidyl-
cholines and sphingomyelins could be regarded as a
promising biomarker indicative of fatty liver disease
(Artegoitia et al. 2014; Imhasly et al. 2015). In the
current study, while a lower level of many fatty acid
fractions and cholesterol were encountered in serum
and urine samples, the similar metabolites tended to
be higher in liver samples in diseased groups. Fatty
acids CH3~(CH,), and fatty acids -(CH,), were lower in
urine samples of LDA cows. Phosphoglycerides, phos-
pholipids, and unsaturated and polyunsaturated fatty
acids and sphingomyelin were found lower in dis-
eased cows’ serum samples. The similar decreases in
liver samples were not significant. sn-Glycero-3-phos-
phocoline was lower in liver samples of RDA cows. In
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our previous study (Basoglu et al. 2014), where
metabolites identified and quantified by NMR analysis
only in plasma samples were valine, 3 -hydroxybuty-
rate, alanine, glutamine, glutamate, and succinate.
Among these parameters, succinate decreased signifi-
cantly in cows with RDA. Pronounced findings
between LDA and RDA groups included significant
changes in glutamine, glutamate, and 3 B-hydroxybu-
tyrate. This previous study has been extended by the
current one where different metabolites mentioned
above were measured in serum, urine, and liver; thus
pathogenic mechanisms related to energy metabolism
of the disease have been more comprehensible.

5. Conclusions

The integration of several pathophysiological
aspects, for example, lipolysis, ketogenesis, and oxi-
dative capacity in cows with DA, by combining glu-
coneogenic and ketogenic amino acids, fatty acids
fractions and cholesterol, ketone bodies, choline
products, and carnitine, will likely provide more
information than the classical measurement of NEFA
and BHBA. The metabolomic profile, in the present
study, clearly revealed that cows with DA (especially
with LDA) have been at risk ketosis and fatty liver
and that analyzing changes of the serum, urine and
liver metabolome and identifying new biomarkers by
metabolomic approach can help to understand the
multifaceted disease. The biochemical network and
pathway mappings performed on serum metabolites
highlight the ‘valine, leucine and isoleucine biosyn-
thesis’ and the ‘phenylalanine, tyrosine and trypto-
phan biosynthesis’ as the most probable altered
metabolic pathway in DA condition.
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