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ONSOZ

Gebelik ¢ok farkli mekanizmalar igeren karmasik, fizyolojik bir siire¢ olup,
hayvanlarda noroendokrin ve n&roimmiin sistem dahil birgok mekanizmay:
etkilemesi nedeniyle organizmada olusan akut faz yanita bagli olarak akut faz
proteinlerin diizeylerinde artis veya azalisa neden olabilmektedir. Akut faz yanit,
organizmada olusan yangi, doku hasari, enfeksiyon, neoplastik biiyiime veya
immiinolojik bozukluklar sonucu olusan homeostazise kars1 organizmanin gostermis
oldugu nonspesifik bir reaksiyondur. Akut faz proteinleri sadece yangisal siirecin
teshis ve prognozunu belirlemek amaciyla degil, ayn1 zamanda gebelik, dogum,
metabolik hastaliklar ve stres gibi yangisal olmayan durumlarin belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir. Normal kosullarda, organizmada oksidan ve antioksidanlar
denge halindedir. Ancak yangi, enfeksiyon ve stres gibi durumlarda bu denge
oksidanlar lehine bozularak hiicre ya da dokularda hasara neden olabilen oksidatif
stres olusturmaktadir. Oksidatif streste konsantrasyonu artan serbest radikaller; lipit,
karbonhidrat, protein ve niikleik asit gibi molekiilleri etkileyerek oksidatif hasara
neden olurlar. Organizmada serbest radikallerin olusturdugu hasari ve/veya lipit
peroksidasyonunu Onlemek amaciyla gbrev yapan savunma sistemi antioksidan
savunma sistemi (katalaz, rediikte glutatyon vb.) olarak adlandiriimaktadir. Bu
bilgiler 1s18inda ¢alismadan elde edilen bulgularin normal ve gii¢ dogum yapan
ineklerde dogum ve stres gibi yangisal olmayan durumlarda mekanizmanin

aydinlatilmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca her tiirlii yardimi ve fedakérligi saglayan,
bilgi ve deneyimlerini her daim paylasan, ¢alismama 1sik tutan saygideger danisman
hocam Dog. Dr. Oguz MERHAN’a, desteklerini esirgemeyen degerli hocalarim Prof.
Dr. Saban MARASLI, Prof. Dr. Emine ATAKISI, Dog. Dr. Metin OGUN ve Ars.
Gor. Dr. Abdulsamed KUKURT’e, ayrica Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali
ogretim tiyesi Dr. Ogr. Uyesi Mushap KURU, Veteriner Hekim Ahmet Serhat USLU
ve Doktora 8grencisi Hanife ARDAHANLIya, tezimin hazirlanmasi sirasinda daima
moralimi yliksek tutan, bilgilerini paylasan, enerjisi ile g¢alismama yodn veren can

yoldasim esime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

g: Gram

mg: Miligram

mg/dL: Miligram/Desilitre

kg: Kilogram

pL: Mikrolitre

mL: Mililitre

mmol/L: Milimol/Litre

nm: Nanometre

g/L: Gram/Litre

pmol/L: Mikromol/Litre

g/dL: Gram/Desilitre

kDa: Kilodalton

TBA: Tiyobarbiitirik Asit

TCAA: Triklorasetik Asit

EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit
NaCl: Sodyum Kloriir

H;0;: Hidrojen Peroksit
Na,HPO,4.2H,0: Sodyum Hidrojen Fosfat
DTNB: 5,5 Dithiobis (2-Nitrobenzoik Asit)
-SH: Siilfidril

ACTH: Adrenokortikotropik Hormon
AFP: Akut Faz Proteinleri

CRP: C-Reaktif Protein

SAA: Serum Amiloid A

ROT: Reaktif Oksijen Tiirleri

MDA: Malondialdehit

GSH: Rediikte Glutatyon
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OZET
Normal ve Gii¢ Dogum Yapan ineklerde Bazi Akut Faz Proteinlerinin ve
Oksidatif Stres Diizeyinin Belirlenmesi

Calismanin amact normal ve giig dogum yapan ineklerde bazi akut faz
proteinlerinin ve oksidatif stres diizeyinin belirlenmesidir. Bu amagla ¢alismada, 15
adet normal ve 15 adet ise glic dogum yapan Simental irki inek kullanildi.
Hayvanlarin V. jugularis’inden kan ornekleri antikoagulanli ve antikoagulansiz
tilplere alind1. Yapilan analizler sonucunda giic dogum yapan ineklerde haptoglobin,
seruloplazmin ve malondialdehidin arttigl, albiimin ve rediikte glutatyon
konsantrasyonunun ise azaldigi belirlendi. Sonug olarak, yogun stres altinda olan ve
miidahale ile dogumu gerceklesmis ineklerde, akut faz yanitin ve oksidatif stresin
arttifn  goriilmiistiir.  Ozellikle gli¢ dogumlarda miidahale yapilan ineklerde
enfeksiyon olusumunu engellemek amaciyla yapilacak uygulamalara ek olarak
meydana gelen oksidatif strese kars: antioksidan uygulamalarin da faydali olabilecegi
kanisina varildi. Bununla birlikte ineklerde giic dogumun 6nceden tahmin edilmesi
icinde ilgili faktorlerin dl¢limiiniin fayda saglayabilecegi ile ilgili yeni calismalar
yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Akut Faz Proteinleri, Gli¢ Dogum, Inek, Oksidatif Stres
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SUMMARY
Investigation of Some Acute Phase Proteins and Oxidative Stress Levels in Cows
with Normal Parturition and Dystocia

The aim of this study was to determine some acute phase proteins and
oxidative stress levels in normal parturition and in cows with dystocia. For this
purpose, 15 normal parturition and 15 cows with dystocia (Simental breed) were
used in the study. Blood samples from V. jugularis of the animals were taken into
tubes with and without anticoagulants. As a result of the analysis, it was determined
that haptoglobin, ceruloplasmine and malondialdehyde increased in cows with
dystocia while albumin and reduced glutathione concentrations decreased. In
conclusion, it was observed that the acute phase response and oxidative stress were
increased in cows that were under intensive stress and obstetric intervention during
dystocia. It was concluded that antioxidant applications against oxidative stress may
be beneficial in addition to the applications to prevent infection in cows, especially in
dystocia. However, further studies are needed to estimate the effect of measuring
related factors in predicting dystocia in cows.

Keywords: Acute Phase Proteins, Cow, Dystocia, Oxidative Stress



1.GIRIS ve AMAC

Sigir isletmeciliginin temel amaci anne ve yavrunun sagligini bozmadan
yiiksek diizeyde verim elde etmektir. Bu nedenle de dogumlarin yil iginde
planlanmasi, normal ve giic dogum olgularinin kavramsal olarak tanimlanmasi, takip
edilmesi, kaydedilmesi son derece énemlidir (Mekonnen ve Moges 2016). Gebelik
¢ok farkli mekanizmalar iceren karmasik, fizyolojik bir siire¢ olup, embriyonun
uterusa yerlesmesi sirasinda akut faz reaksiyonu gerceklesmektedir. Akut faz
reaksiyon sonucunda da akut faz proteinleri (AFP) karacigerden sentezlenmektedir

(Murata ve ark. 2004).

Akut faz proteinleri organizmada olusan yangi, enfeksiyon, doku hasari,
neoplastik gelismeler ve bazi immiinolojik hastaliklarda kanda konsantrasyonlari
artan (pozitif AFP) veya azalan (negatif AFP) bir grup proteinler olarak
bilinmektedir (Murata ve ark. 2004, Petersen ve ark. 2004). Bu proteinlerin yiiksek
veya diisiik diizeyde olmasi enfeksiyon, yangi, doku hasari ve tiimoral olusumlarin
tanisi ve prognozunda da biiyiik 6nem tasirlar (Whicher ve ark. 1991, Gruys ve ark.
2005). Buna ek olarak fertilizasyondan embriyonun uterusa yerlesmesine kadar olan
siirecte akut faz yanitin olustugu ve AFP’nin gebelik teshisinde de kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Eckersall ve Bell 2010). Yang! ve doku hasarinda bir araci oldugu
ileri stiriilen serbest radikal olusumunda da bir artis gézlenmektedir (Sezer ve Keskin
2014). Artan serbest radikaller hiicre membrani ve diger hiicre bilesenlerini
etkileyerek hiicrenin nekroz ve o&liimiine, dolayisiyla doku hasart ve kronik

hastaliklara sebep olmaktadir (Tabakoglu ve Durgut 2013).

Bu nedenle ¢alismadaki amacimiz normal ve gii¢ dogum yapan ineklerde bazi

AFP’lerin ve oksidatif stres diizeyinin belirlenmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Gii¢ Dogum

Evcil hayvan tiirleri arasinda gii¢ dogum olgulart en c¢ok sigirlarda
goriilmektedir. Genel olarak evcil sigirlarin pelvik kanal yapilarn fizyolojik ve
metabolik durumlari yetistirildikleri ortamin g¢evresel kosullar1 giic dogum olgulari
icin predispozisyon olusturmaktadir (Purohit ve ark. 2011, Mekonnen ve Moges
2016). Dogumlarin yil iginde planlanmasi, normal ve giic dogum olgularinin
kavramsal olarak tanimlanmasi, takip edilmesi, kaydedilmesi son derece onemlidir.
Veteriner hekim, siirlide goriilen giic dogum raslantilarini azaltma yoniinde gerekli
onlemleri almali ve normalden fazla goriildugt takdirde giic dogum olgularinin olasi
sebeplerini sorgulamalidir. Ozellikle de gereksiz yere miidahale edilen normal
dogumlarin giic dogum insidensini artirdigi gercegini de unutmamak gerekir

(Mekonnen ve Moges 2016).

2.1.1.Gii¢ Dogum Olgusu ve Insidensi

Irklara gore degismekle birlikte ineklerde ortalama gebelik siiresi 282412
giindiir. Inek ve dilvelerde normal dofumun tiire ozgli zaman aralifinda
sekillenemedigi veya herhangi bir yardim olmadan gerceklesmedigi ve ¢ogu zaman
anne ile yavrunun yasamlarinin tehlikeye girdigi olgulara ‘giic dogum’ denir.
Ineklerde gii¢ dogum oranlart % 3 ile % 10 arasinda degismektedir (Mekonnen ve

Moges 2016).

2.1.2.Gii¢ Dogumun Sebepleri

Genel olarak tek yavru doguran (primipar) hayvanlarda ¢ok yavru doguran
(multipar) hayvanlara gore daha fazla gii¢ dogum olgusu goriiliir. 1kiz gebelikler de
¢ogu zaman giic dogum sebebidir. Ilk dogumlarda, izleyen dogumlara oranla daha
stk giic dogum sekillenir. Erken sonlandirilan gebeliklerde, uterus tembelligine ve
fetal gelis bozukluklarina bagli olarak giic dogumlar sekillenirken geciken

dogumlarda fetiisiin asir1 biiylimesi nedeniyle giic dogum olusur (Beagley ve ark.

2010, Purohit ve ark. 2011).



2.1.2.1. Ineklerde Gii¢ Dogumlarin Hazirlayic1 Sebepleri

Genel olarak tiim tlirlerde oldugu gibi ineklerde de giic dogumun genel
sebepleri arasinda; kalitsal ve bireye 6zgli nedenler, cevresel kosullar, beslenme ve
bakim kosullari, enfeksiydz ve travmatik etkenler, kombine veya karisik faktorler
seklinde siralanabilir. Giig dogum olgularinin ¢ogunda en az iki veya daha fazla

sayida bu temel sebeplerin varligi géz éniinde bulundurulmalidir (Roberts 2004).

Gii¢ dogum olgularinin kalitsal sebepleri dncelikle ikiye ayrilabilir. Annede
kalitsal nedenlerle ortaya ¢ikarak giic dogumu predispoze hale getiren c¢esitli
defektler ve kalitsal sebeplere bagl olarak yavruda bircok gelisme anomalileri

goriilebilir (Apaydin 2015).

Bireye 6zgii nedenler arasinda kalitsal, cevresel, bakim ve beslenme ile ilgili
bir veya birden fazla belirleyicinin etkisi altinda gelisimini tamamlayan bireye 6zgii

(intrinsik) faktorler degerlendirilmelidir (Purohit ve ark. 2011).

[k dogumunu yapan diivelerde, gelisimini tamamlayamamis ya da beslenme
yetersizligi nedeniyle canli agirligi yetersiz geng bireylerde gii¢ dogum insidensi
oldukea yliksektir. Annenin biiytikltigii ve canh agirhgr arttikga glic dogum rastlanti
orani diismektedir. Pelvik ¢aplar ve annenin pelvik bolgesi, canli viicut agirhigi ve

hacimsel gelisimine paralel olarak gelisim gosterir (Roberts 2004).

Yeni dogan buzagmin canli dogum agirligi arttik¢a giic dogum oranlar1 da
artis gostermektedir. Erkek buzagilar disilere gore daha agirdir. Ayrica erkek buzagi
doguran ineklerin gebelik siireleri daha uzundur. ikiz buzagilar tekil buzagilara gore
daha kiiciik hacim ve agirlhiktadirlar. Cogul dogumlarda giic dogum goriilme siklig
daha yiiksektir. Dogum aninda uygun sekilde rotasyonunu tamamlayamayan
buzagilar transversal posteriydr longitidunal presentasyon ile pelvik kanala giris

yaparlar ve gelis bigimleri birer giic dogum sebebidir (Honparkhe ve ark. 2003).

Gelisimini tamamlamadan gebe birakilan hayvanlarda, pelvis gelismesi
tamamlanmadigi i¢in glic dogumlar goriiliir. Diivelerde en uygun tohumlama yagsi 16
(12-20) aydir. Yetistirme sekli de giic dogum sikhigini etkiler. Kiigiik ciisseli

ineklerin, iri irklarla tohumlanmasi giic dogum riskini 6nemli 6lgtide artirmaktadir.



Bundan dolayr kiigiik clisseli ancak pelvis Olgiileri genis irklarin yetistirilme
calismalar1 yapilmaktadir (Noakes ve ark. 2001, Apaydin 2015). Asirt beslenme
pelvis bolgesinde fazla yaglanmaya sebep oldugu igin dogumu giiglestirir ve
dogumlarda vaginal bolgede yaralanma olasiligini artirir. Asirt beslenen ineklerde
dogum siiresinin uzadigi ve glic dogumlarin oraninda &nemli artiglar goriiliir.
Vitamin A ve D eksiklikleri pelvis deformasyonlarina ve yavru éliimlerine sebep olur

(Apaydin 2015).

Glintimiizin en biiyiilk problemlerinden olan ¢evre kirlenmesi ve gliriiltii
hayvanlarda giic dogumlarin ortaya ¢ikmasinda da 6nemli rol oynamaktadir.
Cevrenin kirlenmesi, yem bitkileri ve yemlerde zararli maddelerin birikmesine, gebe
hayvanlar tarafindan yenmesiyle de giic doguma sebep olan bir¢ok bozuklugun

ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Johansen ve Berger 2003, McClintock 2004).

Gebelikte uterusu etkileyen enfeksiyonlar, yavrunun &liimii, yavru atma,
septik metritis ve uterus tembelligine sebep olurlar. Brusellozis ve salmonellozis gibi
baz1 spesifik enfeksiyonlarin goriildiigii stiriilerde olasi diger enfeksiyonlara gore

daha fazla giic dogum goézlenir (Roberts 2004, Apaydin 2015).

Fetopelvik orantisizlik nedeniyle sekillenen gii¢ dogumlarin goriilme sikligini
azaltmakla birlikte dogumlarin indiiklenmesi uygulamalari, fetiisiin pozisyon
bozukluklarina, serviks dilatasyon yetersizliklerine ve fetal zarlarin retensiyonunda

artisa yol agabilir (Roberts 2004).
2.1.2.2.ineklerde Gii¢ Dogumlarin Yapici Sebepleri

Genel bir ifade ile inek ve diivelerde gii¢ dogumlar anneden ve yavrudan
kaynaklanan sorunlar sebebiyle meydana gelir. Bunlardan annede ortaya c¢ikan
anomalilere bagh gili¢ dogumlara ‘maternal giic dogumlar’, yavruda ortaya ¢ikan
sorunlara bagh giic dogumlara ise ‘fetal giic dogumlar’ adi verilir (Roberts 2004,
Apaydin 2015).



2.1.3.Maternal Gii¢ Dogumlar

Maternal glic dogumlar, pelvis kanalinin doguma izin verecek kadar genis
olmamasi veya dogumda gerekli olan itici giiclin yetersiz kalmasi sonucu ortaya

cikar (Noakes ve ark. 2001, Apaydin 2015).
2.1.3.1.Dogum Kanah Kaynakh Gii¢ Dogumlar

Dogum kanalinin veya bir boliimiiniin doguma izin vermeyecek sekilde
daralmasina neden olan sorunlar bu baslik altinda incelenebilir. Kemik ve yumusak
dogum kanalinin dogmasal veya edinsel her tiirlii obstruktif sorunu dogum kanali
yetersizligine bagh gli¢ dogumlara neden olur. Cesitli kemik hastaliklari, hematom,
vagina tiimorleri ve Kistlerden olusan giderilebilir daralmalara da yalanci ‘pelvik
kanal darlig’ denir (Apaydin 2015). Serviksin tam agilamamasi olgusu, serviks
uterinin spazmi, sklerozu, prolapsus vagina nedeniyle agilamama gibi problemlerle

kendini gosterir (Berger ve ark. 1992).

Dogumun normal fizyolojik siireci i¢inde vulva ve vaginada gerceklesen
relaksasyon, siklikla ve ozellikle diivelerde tam olarak sekillenmeyebilir. Ilk
dogumunu yapan ham diivelerde yetersiz gelismis vulva-vaginadan dolayr gii¢
dogumlar meydan gelir. Ineklerde vaginal tiimorler cok yaygin olmamakla birlikte
ara sira vagina duvarina bagli leyomiyomlar palpe edilebilir. Giig doguma neden olan
tiimoral yapilar hekim tarafindan verilecek bir karar ile klasik cerrahi yontemler ile
kiirete edilerek uzaklastirilabilir. Boylece gii¢ dogum olgusu 6nlenmis olur (Roberts
2004).

2.1.3.2.1tici Gii¢lerdeki Yetersizlikler

Fetiis ve fetal keseler pelvik kanala dogru ilerletildiginde buradaki sensor
sinir reseptorleri uyartlir. Bu uyarimlar agri duyusu ile birlikte annenin kaslarina
katilir. Biitiinliyle fizyolojik olan bu kas kontraksiyonlar siddeti giderek yogunlasan
dogum sancilari olarak isimlendirilir. Ineklerde dogum sancilari daha az gériiliir. Bu

da dogumun yarida kalmasina neden olur (Purohit ve ark. 2011).



Dogum sancilarindaki asil sorun yetersiz kalan sancilardir. Bunlar
kasilmalardaki yetersizlikler ve uterus tembelligidir. Genellikle sanciya sebep olan
diyafram fitig1, travmalar ve i¢ hastaliklardir. Uterus tembelligi olgulari; primer ve
sekonder uterus tembelligi olarak isimlendirilir (Noakes ve ark. 2001, Apaydin
2015). Primer uterus tembelligi, uterus kaslarinin tonositesinde bir azalma veya
kasilma giiciinii tamamen kaybetme anlamini ifade eder. inek ve diivelerde siklikla
goriilebilir. Dogumun bir ve ikinci evrelerinde goriillir (Apaydin 2015). En yaygin
nedeni hipokalsemidir. Buzagilama ile birlikte inekte hipokalsemi belirtileri ile
birlikte seyreder. Dogum aninda kas kontraksiyonlarindaki yetersizlikler, egzersiz
noksanligi, asir1 yaglanma, glicstizlik ve yashlik toksik dejenerasyon beslenme
yetersizlikleri kalitima bagli nedenlerle ortaya ¢ikar (Noakes ve ark. 2001). Sekonder
uterus tembelligi ise genellikle uzun siiren giic dogumlardan sonra ortaya cikar.
Sebebi miyometriyumun asirt yorgunlugudur, inek ve diivelerde primer tembelliklere
gore daha sik goriilir. Pozisyon bozukluklart ya da ikiz gebelikler gibi dogum
siirecini geciktirerek uterus kaslarinin asiri derecede yorulmasini miiteakip olusur.
Bu durum oldukg¢a tehlikeli olup, ¢ogu zaman kanaldaki yavru 6ltim tehlikesi ile

karsilasilir (Roberts 2004, Apaydin 2015).

Uterusun genel anatomik durumundaki bu bozukluklar hem yumusak dogum
kanalinin genisleyememesi hem de dogum stirecinde gerekli olan itici giiciin yetersiz
kalmasi sonucunu dogurur. Torsiyo uteri, uterusun uzun ekseni boyunca
burulmasidir. Torsiyo uteri vakalarinin biiyilk kisminda, inegin arkasinda duran
hekimin bakis agisiyla, saat yoOniiniin tersi yoniinde burulma gerceklesir. Biitiin
hayvanlarda goriilebilir, ancak en ¢ok siit sigirlarinda gériiliir. Inekte torsiyo uteri sik
rastlanilan giic dogum sebepleri arasindadir. Deviasyo uteri/hernia uteri, gebe
hayvanda uterusun saga, sola, asag1 ve yukar1 dirseklenmesi sebebiyle, anne ve yavru
eksenleri arasinda uyumsuzluk goriilmesidir. Bu tip olgularda gebe uterus desteksiz
kalir ve kismen fitiklasir. Uterusun kaudali ve serviks gerilerek pelvik agikligin
hemen oniinde keskin bir bi¢imde asagiya dogru yonlenir (Roberts 2004, Mekonnen
ve Moges 2016).



2.1.4.Fetal Gii¢c Dogumlar

Fetal giic dogumlar genel olarak yavrudan kaynaklanan sorunlarla, dogum
kanali ile yavru arasinda, dogumda yavrunun gegisini engelleyen, uyumsuzluklara
bagli olarak ortaya g¢ikar (Apaydin 2015). inek ve diivelerde, fetiisiin hacimsel
buiytikliigii ile annenin pelvik kanali arasindaki orantisizlik en 6nemli giic dogum
sebeplerinin basinda gelir. Irk 6zelligine bagh olarak yavru biiyilikliigli normal,
annenin dogum kanali darsa bu tip yavru buyiikliikleri ‘relatif bityiikliik’, ana normal
oldugu halde yavru normalden biiyiikse, buna da ‘absolut biiyiikliik’ denir. Sahada
absolut yavru biiyiikliiklerine daha ¢ok rastlanilmaktadir (Apaydin 2015).

Fetiis oliimleri gii¢ dogumlara neden olur. Fetal &liimler; fetiis tarafindan
salgilanan ve dogum siirecini baglatan kortizol ve adrenokortikotropik hormon
(ACTH) hormon diizeyleri yetersizligi, serviksin tam dilate olmamasi ve normal
dogum pozisyonu almamis fetiisler gibi ¢ok ¢esitli nedenlerle sekillenmektedir

(Roberts 2004).

Normal bir dogumda buzagi annenin omurga siitunu altinda dorsal
pozisyonda bulunur. Pozisyon bozukluklari 6ncelikle ventral ve lateral pozisyonlar
olarak gozlenir. Yapilacak miidahale sirasinda fetiise uygulanacak olan kuvvet
miimkiin olduk¢ca omuz ya da kalgasina yakin bodlgelerinde yapilmalidir (Anderson
2012).

Inek ve diivelerde durus bozukluklarina bagli giic dogumlar, fetopelvik
orantisizhiga bagh gii¢ dogumlardan sonra en sik rastlananlardir. Ineklerde diivelere
gore daha sik durus bozukluklar: goriiliir (Roberts 2004). Basin yana biikiilmesi,
basin alta biikiilmesi, 6n bacaklarin retensiyonu, arka bacaklarin retensiyonu sik

goriilen durus bozukluklarindandir (Noakes ve ark. 2001, Apaydin 2015).

2.2.Akut Faz Yamt

Akut faz yanit, enfeksiyon, yaralanma, travma, enflamatuvar siiregler ve bazi
olumsuz siireclerden kisa siire sonra ortaya ¢ikan bir grup fizyolojik stireci temsil
eder. Davranissal, fizyolojik, biyokimyasal ve beslenme degisikliklerinin biiyiik bir
kismindan olusan oldukga koordineli bir siirectir (Ceciliani ve ark. 2012, Tothova ve

ark. 2014). Bu degisikliklerin amaci enfeksiyéz ajanlarin izole edilmesi ve yok



edilmesi, homeostazinin diizeltilmesi ve iyilesme siireclerinin desteklenmesidir

(Janeway ve ark. 2001).

Akut faz reaksiyonu, dogustan gelen immiin sisteme (yani makrofajlar,
monositler) déhil olan hiicrelerin enflamatuvarl bolgelerinde baglar. Bu reaksiyonda
¢ok sayida enflamatuvarli savunma araci tireten ve salgilayan sitokinler (&rnegin
interlokin 6 ve tiimér nekroz faktor-alfa) ¢ok onemli bir rol oynar (Bochsler ve
Slauson 2002). Hormonal veya metabolik olaylar déahil olmak iizere karakteristik
klinik degisimlerin ortaya ¢ikisini hizlandiran ates, istahsizlik, kilo kaybi ve buna ek
olarak sitokinler sistemik enflamatuvarli reaksiyonlara yol agan farkli hedef hiicreler
tizerindeki reseptorleri aktive eder ve bu bir dizi biyokimyasal degisikliklerle
sonuglanir. Boylelikle ACTH ve glukokortikoidlerin tiretimi artar, kan pihtilagsma
sisteminin aktivasyonu azalir, serum kalsiyum, ¢inko, demir ve A vitamini
konsantrasyonlar1 ve bazi proteinlerinin konsantrasyonlarindaki degisiklikler ortaya

cikar (Gabay ve Kushner 1999).

Sigirlarda fiziksel stresin AFP’leri artirdigi bildirilmektedir. Bu stresin
olusturdugu sinyal hipotalamustan sonra hipofiz ve adrenal korteksi aktive ederek
sitokin dretimini uyarmakta boOylece karacigerde AFP sentezi artarak dolasima
verilmektedir. Saglikli sigir, at ve kopeklerde gebelikte, ayrica sigirlarda karaciger
yaglanmasinda veya aglig1 takiben deksametazon uygulanmasinin bir sonucu olarak
glukokortikoid veya stradiollere yanit olarak AFP tiretiminin arttig1 kaydedilmistir.
Glukokortikoidler pro-enflamator sitokinleri baskilayarak antienflamatorleri regiile

etmekte ve boylece AFP sentezi baslatilmaktadir (Murata ve ark. 2004).
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2.3.Akut Faz Proteinleri

Akut faz proteinleri organizmada olusan yangi, enfeksiyon, doku hasari,
neoplastik gelismeler ve bazi immiinolojik hastaliklarda kanda konsantrasyonlari
artan veya azalan bir grup proteinler olarak bilinmektedir (Petersen ve ark. 2004,
Tothova ve ark. 2014). AFP’ler organizmada olusan yangi, enfeksiyon, doku hasari,
neoplastik gelismeler ve bazi immiinolojik hastaliklarda kanda konsantrasyonlari
artan (pozitif AFP) veya azalan (negatif AFP) bir grup proteinler olarak
bilinmektedir (Murata ve ark. 2004, Petersen ve ark. 2004, Ceron ve ark. 2005). Bu
proteinlerin uyarimdan sonraki 24-48 saat iginde belirgin bir sekilde arttifi ve
genellikle ¢ok kisa yart Omiirleri nedeniyle hizli bir duisiis gosterdikleri

gozlemlenmistir (Niewold ve ark. 2003).

Akut faz proteinlerin ana islevi, konakeryr patolojik hasara karsi savunmak,
homeostazinin restorasyonu ve enflamasyonun farkli asamalarinin diizenlenmesine
yardimci olmaktir (Petersen ve ark. 2004). Bazi AFP’ler (alfa 1-antitripsin, alfa 2-
makroglobulin) normal dokulara verilen hasar1 en aza indirmek i¢in fagositler veya
patojenler tarafindan salinan proteazlari inhibe etmek iizere tasarlanmis anti-proteaz
aktivitesine sahiptir. Diger AFP’ler (haptoglobin, serum amiloid A (SAA), C-reaktif
protein ‘CRP’) temizleme aktivitelerine sahiptir ve hiicresel bozulmadan salinan
metabolitleri baglar (Wagener ve ark. 2002). Digerleri (ol-asit glikoprotein),
antibakteriyel aktivite ve bagisiklik yanitinin seyrini etkileme yetenegi ile karakterize

edilir (Fournier ve ark. 2000).
2.3.1.Veteriner Hekimlikte Akut Faz Proteinlerinin Tamsal Kullanimi

Birgok farkli hastalifi olan hayvanlarda yiiksek konsantrasyonlarda olan
AFP’lerin hastaligin nedenlerini saptamada g¢ok zayif tanisal oOzgiilliige sahip
olmasinin yanisira belirli bir hastahi@in tamist icin de birincil test olarak
kullanilamazlar. Ote yandan, hayvan saghgini degistiren subklinik enflamatuvar ya
da enfeksiyonlarini ortaya koyan bircok durumu saptamak konusunda cok yiiksek
hassasiyetleri vardir (Ceron ve ark. 2005). AFP’ler subklinik hastaliklarin varliginin
ortaya koyulmasinda kullanilabilmektedir (Petersen ve ark. 2004, Tothova ve ark.
2014).
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2.3.2.Ruminantlarda Akut Faz Proteinleri

Beseri hekimlikte ¢esitli hastalik ve rahatsizliklarin tespitinde biyobelirtegler
olarak kullanilan birgok AFP vardir (Tothova ve ark. 2014). Bunun yanisira
bunlardan bazilar1 yaygin olarak sadece ruminantlarda teshis amaciyla kullanilabilir.
Ruminantlarda teshis amaciyla kullanilan en 6nemli AFP’ler haptoglobin ve SAA’dir

(Eckersall ve Bell 2010).
2.3.2.1.Pozitif Akut Faz Proteinleri

Haptoglobin, disiilfit képriileri ile birbirine baglanmis 2 o ve 2 B zincirinden
olusur (Morimatsu ve ark. 1991). Molekiil agirhig1 yaklasik olarak 1000-2000 kDa
olan haptoglobin yiiksek oranda polimerize edilir ve albiimin ile iligkili bir polimer
olarak da bulunur (Godson ve ark. 1996). Parcgalanan eritrositlerden agiga g¢ikan
hemoglobini baglayan haptoglobinin, bir¢ok fonksiyonu bulunmakla beraber esas
fonksiyonu kandaki serbest hemoglobinle ¢ok kararli kompleksler olusturmasi ve bu
yolla demir kaybmin onlenmesidir (Yang ve ark. 2003, Petersen ve ark. 2004).
Cesitli hastaliklara sahip sigirlarda enflamatuvar yanitin ortaya ¢ikisini ve hastaligin
siddetini 6lgmek igin klinik olarak kullanilan haptoglobin yararli bir parametredir

(Eckersall 2000).

Tek bir polipeptid zincirinden olusan ve bir a2-globulin olan seruloplazmin
kandaki baslica bakir tasiyici protein olan bir ferroksidaz enzimidir ve demir
metabolizmasinda rol oynar (Lovstad 2006). Seruloplazmin, insan plazmasindaki
toplam bakirin yaklasik % 70°ni tasir boylece bakir homeostazisinde yer alabilir
(Martinez-Subiela ve ark. 2007). Seruloplazmin, hayvan saghgi ve refahinin bir
belirteci olarak degerlendirilmistir (Skinner 2001). Sigirlarda yapilan pek c¢ok
calisma seruloplazminin birgok hastalitk durumlarinda teshis edici oldugunu
gostermistir (Sheldon ve ark. 2002, Szczubial ve ark. 2008). Chassagne ve ark.
(1998) siit ineklerinde seruloplazmi mastitis olgularinin teshisinde bir gdsterge olarak
degerlendirmislerdir. Geng hayvanlarda yapilan ¢alismalar, serumda seruloplazmin
konsantrasyonlarinin - pnomonik pastérelloz  sirasinda  arttifini, en  yliksek
konsantrasyonlarinin inokiilasyonundan 2 ve 4 saat sonra gozlemlendigini

gostermistir (Fagliari ve ark. 2003).



12

2.3.2.2.Negatif Akut Faz Proteinleri

Albiimin negatif bir akut faz proteinidir. Akut faz yanit sirasinda, pozitif
AFP’lerin sentezi i¢in aminoasitlere olan ihtiyag belirgin bir sekilde artmaktadir ve
bu da hepatik protein sentezini gerekli kilmaktadir. Buna bagli olarak da albiimin
sentezi azalir ve aminoasitler pozitif AFP’lerin sentezine yonlendirilir (Tothova ve
ark. 2014). Akut faz yanmit sirasinda, hepatik protein anabolik kapasitenin % 30-
40°’nin pozitif AFP’lerin {iretimi i¢in kullanildig rapor edilmistir (Mackiewicz 1997).
Boylece diger proteinlerin tiretiminin kisitlanmasi gerekir. Alblimin, osmotik plazma
basincinin yaklasik % 75%inden sorumludur ve gerektiginde hayvan tarafindan

kullanilabilecek énemli bir aminoasit kaynagidir (Tothova ve ark. 2014).

Albiimin, 69 kDa’luk molekiil agirligina sahip bir globiiler proteindir. Kiigiik
boyutu ve bollugu nedeniyle albiimin plazma kolloid ozmotik basincina biiyiik
katkida bulunur. Ayni zamanda birgok ¢dziinmeyen organik madde (6rnegin konjuge
olmayan bilirubin) i¢in tasiyict bir protein olarak rol oynar. Bunun yanisira yaklagik
14-20 giinliik bir yart dmrii olan albiimin, kronik beslenme durumunun bir belirteci

olarak da bildirilmektedir (Don ve Kaysen 2004, Tothova ve ark. 2014).
2.4.Serbest Radikaller

Molekiillerdeki atomlarin uzayda kapladiklar1 yere orbital adi verilir. Her
orbitalde biri saat yoniinde digeri de tersi yonde hareket eden iki elektron bulunur.
Eger bir orbitalde yalnizca bir adet elektron bulunuyorsa buna eslesmemis elektron
denir. Serbest radikaller ise dis orbitalinde tek sayida eslesmemis elektron tasiyan,
elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Kimyasal formiillerde
bu elektron bir nokta ile (OH ) gosterilir (Halliwell 1996). Serbest radikaller
organizmada normal metabolizma sirasinda olustugu gibi, cesitli dis etkenlerin
etkisiyle de olusmaktadir. Ozellikle reaktif oksijen tiirleri (ROT), kimyasal ve
radyasyon yaralanmalari, oksijen ve diger gaz yaralanmalari, hiicre yaslanmasi,
enflamatuvar hasar ve makrofajlarla tumor destriiksiyonu gibi pek ¢ok olay sonucu

olusurlar (Nakazawa ve ark 1996).
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Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda meydana gelen enzimatik
reaksivonlarda ara {iriinler olarak, enzimlerin aktif yerinde devamli olusmaktadirlar.
Ara lirlinler olarak bilinen ROT ve reaktif nitrojen tiirleri bazen molekiiler oksijenle
etkilesmekte ve serbest oksijen radikallerini meydana getirmektedirler. Kararsiz
yapidaki bu oksijen tiirleri, kararli hale gelmek i¢in hiicrelere saldirmakta ve hiicre

bilesenlerine zarar vererek gesitli hastaliklara yol agmaktadirlar (Sezer ve Keskin

2014).
2.5.Gecis Donemi Ineklerinde Oksidatif Stres ve Etkileri

Viicudun antioksidan savunma sistemi ile serbest radikaller arasindaki
dengenin oksidanlar lehine kaymasi sonucu lipit peroksidasyonu ve serbest
radikal/ROT’un agiga ¢ikmasi durumuna oksidatif stres denilmektedir. Oksidatif
stres, hiicre membrani ve diger hiicre bilesenlerinin oksidatif hasarina yol agarak
hiicrenin nekroz ve oliimiine, dolayisiyla doku hasari ve kronik hastaliklara sebep

olmaktadir (Tabakoglu ve Durgut 2013, Sezer ve Keskin 2014).

ineklerde en yogun metabolik ve hormonal degisiklikler, dogumun yaklastig
ve siit sentezinin bagladigi donemi kapsayan periparturient ddnemde
gerceklesmektedir. Bu donem gebelikten laktasyona gecis oldugundan bu donem
‘gegis donemi’ olarak adlandirmaktadir. Gegis donemi 6 haftalik bir siire¢ olup,
dogum ©ncesi ve dogum sonrasi ilk 3 haftayr kapsamaktadir. Ineklerde gegis
doneminde meydana gelen metabolik degisiklikler, gebelik ve laktasyon siirecinin
herhangi bir doneminde meydana gelen metabolik degisimlerinden ¢ok daha
etkileyicidir (Grummer 1995). Bu donemde siit sigirlarinda bircok metabolik (siit
hummasi, abomazumun yer degistirmesi, yagh karaciger ve ketozis gibi), enfeksiysz
(mastitis, meme ddemi, laminitis) ve tireme (gli¢ dogum, plasentanin atilamamasi ve
uterus enfeksiyonlar1) bozukluklart meydana gelmektedir (Biiviikoglu ve Aslan
2018). Bu degisikliklerin temelini dogum stresinden kaynaklanan hormonal

degisiklikler ve artan besin ihtiyaci olusturmaktadir (Drackley 1999).

Sigirlar gegis donemlerinde g¢esitli faktorlerin  etkisinde kalmaktadir.

Hayvanlarin refah, huzur, beslenme durumu ve hastaliklariyla dogrudan iliskili olan
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stres faktorii hayvanlarin genel durumunu degerlendirmede &nemli bir belirtectir

(Btiylikoglu ve Aslan 2018).

Fetal biiylime ve laktasyon igin enerji ihtiyacinin artmasi sonucu gegis
déneminde oksijen ihtiyaci ve dolayisiyla ROT un iiretimi artmaktadir. Gegis
déneminde artan ROT fiiretimi ve birikimini azaltmak icin gerekli antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik, sigirlarda oksidatif stres artisina yol
agmaktadir. Hayvanlarda oksidatif stres sonucu lipit ve proteinler oksidasyona
ugramaktadir. Antioksidan enzimler, serbest radikalleri indirgeyerek lipit
peroksidasyonunu ve bunun sonucunda olusacak hasari énlemede rol oynamaktadir.
Oksidatif stres, Gzellikle ge¢is periyodu sirasinda siit sigirlarinin  hastaliklara
duyarliligini artiran immiin ve enflamatuvar bozukluklarin altinda yatan temel

sebeplerden biridir (Biiytikoglu ve Aslan 2018).
2.6.Lipit Peroksidasyonu

Lipitler  serbest radikallerle  reaksiyona  girerek  peroksidasyona
ugrayabilmektedirler. Uzun zincirli doymamis yag asitleri birden ¢ok ¢ift bag icerir
ve metilen gruplari bulundururlar. Metilen gruplart oksidan maddelere kars: yiiksek
reaktiviteye sahip olup uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla ilk
tirlin olarak peroksil radikal olustururlar (Rio ve ark. 2005). Stres varlifi lipit
peroksidasyon iirtinii olan malondialdehit (MDA) seviyesinde artisa yol agmaktadir.
Bu nedenle MDA seviyesindeki artig lipit peroksidasyonunun dolayisiyla da stres
varligmin gostergesidir (Biiylikogul ve Arslan 2018). Serbest radikaller birgok
molekiillerle reaksiyona girerler ve iki radikal ajan bir araya gelirse elektronlarini
paylasarak kovalent bag olustururlar. MDA ’nin hiicre membranlarinin gegirgenligini
arttirdifi, membranlarin iyon aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon dengesini
bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda kirilmalara ve baz

degisimlerine neden oldugu gosterilmistir (Rio ve ark. 2005).
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2.7.Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi hasar1 onlemek iizere viicutta
gbrev yapan savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri adi verilmektedir.
Antioksidan olarak gérev yapan birgok farkli madde bulunmaktadir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya ROT’u toplayarak lipit
peroksidasyonunu engellemenin yanisira oksidatif hasarin DNA’ya olan etkisini ve
hiicre béliinmesindeki anormal artis1 azaltarak kansere karst koruyucu etki
yapmaktadirlar.  Antioksidanlar endojen kaynakli veya ekzojen kaynakli
olabilmektedirler (Sezer ve Keskin 2014). Endojen antioksidanlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olmak {tizere ikiye ayrilabilir. Enzimatik
antioksidanlar, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktazdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, vitamin E, beta karoten, vitamin
C, melatonin, rediikte glutatyon (GSH), alblimin, bilirubin, trik asit ve ferritindir
(Akkus 1995). Endojen ve ekzojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini
saglamak icin serbest radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri

etkisizlestirmek icin kullanilirlar (Sen ve Chakraborty 2011).

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen glutatyon (y-glutamil sisteinil
glisin), oksidan atom veya molekiiller ile redoks reaksiyonlar: arasindaki dengenin
korunmasinda fonksiyon gorerek hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan ve tiyol

grubu tasiyan bir tripeptiddir (Masella ve ark. 2005).
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3.MATERYAL ve METOT

Bu calismaya, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(KAU-HADYEK) Baskanligmin 26.02.2019 tarih ve 2019/028 kodlu etik kurul

onay1 alindiktan sonra baglanmistir.
3.1.Materyal

Calismanin  hayvan materyalini Kars merkezde 0©zel bir isletmede
yetistiriciligi yapilan, 3-5 yasli, en az bir dogum yapmus, klinik olarak saglikli 30
adet inek olusturdu. Isletmede benzer zamanlarda 15 adet normal ve 15 adet giig
dogum yapan Simental irki inek kullanildi. Her tiirlii yardim gerektiren dogum
olgulart gii¢ dogum olarak, hi¢ yardim gerekmeksizin kendiliginden dogum

sekillenen olgular ise normal dogum olarak kabul edildi.
3.1.1.Kan Orneklerinin Almmas ve Islenmesi

Calismada yer alan ineklerin Vena jugularis’inden dogum sonrasi (3-48 saat
arasinda) alinan kan drneklerinden bir miktar1 antikoagulanl (EDTA) tam kan olarak
ayrildiktan sonra, antikoagulansiz tiiplere alinan drnekler ise 3000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek serumlar elde edildi. Serumlar analizler yapilincaya kadar -20

°C’de sakland.
3.2.Metot

3.2.1.Analizler icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

[a—

. Eter (Merck)

. Potasyum Ferrosiyanid (Merck)

. Hidrojen Peroksit (Merck)

. Guiacol (Merck)

. Haptoglobin Standart Cozeltisi (Sigma)
. p-Fenilendiamin (Sigma)

. Glasiyal Asetik Asit (Merck)

. Sodyum Asetat Trihidrat (Merck)

. Sodyum Hidroksit (Merck)

Mo T N, B -V o)
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10. Sodyum Azid (Merck)

11. Triklor Asetik Asit (Merck)

12. Tiyobarbutirik Asit (Merck)

13. 1,1,3,3-Tetraetoksipropan (Sigma)

14. n- Biitanol (Merck)

15. Metafosforik Asit (Merck)

16. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Merck)

17. Sodyum Kloriir (Sigma-Aldrich)

18. Sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4.2H,0) (Merck)
19. Sodyum Sitrat (Merck)

20. 5,5 Dithiobis (2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB) (Sigma)
21. Rediikte glutatyon (GSH) (Merck)

3.2.2.Analizler icin Kullamilan Ticari Kitler
1. Albiimin (Biolabo, Fransa)
3.2.3.Analizler icin Kullanilan Cihazlar

1. Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch, Shimadzu UV-1201)

3. Santrifiij (Niive)

4. Etiiv (Niive)

5. Su Banyosu (GFL1083)

6. Otomatik Pipetler (Eppendorf, 0,5-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 uL)
7. Hassas Terazi (Scaltec)

8. Vorteks (Labinco—524)

9. Derin Dondurucu (Bosch)

10. pH Metre (inoLab)
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3.2.4.Biyokimyasal Analizler

Elde edilen serum &rneklerinde haptoglobin, seruloplazmin, albiimin, MDA,

tam kanda ise GSH analizleri yapildi.
3.2.4.1.Serum Haptoglobin Diizeyi Ol¢iimii

Serumda haptoglobin tayini spektrofotometrik olarak Skinner ve ark. (1991)
bildirdigi metot ile yapildi.
Prensip: Serum haptoglobin diizeyi, hemoglobin baglama kapasitesi belirlenerek
olgtiliir. Buna gore serbest ve haptoglobine bagli hemoglobin arasindaki peroksidaz
aktivitesi farki serum haptoglobin konsantrasyonunu vermektedir.
Deneyde Kullanilan Cozeltiler:
1.Methemoglobin Soliisyonu: 8 hacim inek eritrositi 3 hacim fizyolojik tuzlu su ve
1 hacim eter ile 3 kez yikandi. Temiz hemolizat pipetlendi ve hemoglobin
konsantrasyonu standart hemoglobin konsantrasyonu belirleme yontemi ile
belirlendi. 1 g/dL olacak sekilde sulandirildi. Bu ¢dzeltinin 25 mL’si 10 mL
potasyum ferro siyanid ile karistirildi. Kullanmadan &nce distile su ile 0,278 g/L
olacak sekilde sulandirildi.
2.Hidrojen Peroksit (0,02 M): 204 pL H,O, alindi ve distile su ile hacmi 100
mL’ye tamamlandi. Giinliik olarak hazirlandi.
3.Guiacol (0,06 M): 6,82 g guiacol ve 183 mL 1 M asetik asit 700 mL distile suda
¢oziliip, litreye tamamlanarak pH’s1 4’e ayarlandi.
4.Haptoglobin Standart Cozeltisi: 1 g/L haptoglobin icermektedir.
5.Ko6r Serum: Klinik olarak saglikli inek serumu.
6.Potasyum Ferrosiyanid Cozeltisi (100 mg/dL): 100 mg potasyum ferrosiyanid

alind1 ve distile suda ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamland.



Deneyin Yapilisi:

Pipetleme islemi asagidaki sekilde yapildi.
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Test Kor Standart
Serum 10 pLL - -
Kir serum - 10 pL -
Standart ¢ozeltisi - - 10 uL
Methemoglobin 90 uL 90 uL 90 uL
25 °C su banyosunda 10 dakika karanlikta inkiibasyon
Guiacol L,5mlL 1,5 mL 1,5 mL
H;0; 0,5mL 0,5 mL 0,5 mL
25 °C su banyosunda 8 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
470 nm’de suya kars1 okundu.
Hesaplanmasi:
A test — A kor
Haptoglobin Konsantrasyonu (g/L)= X Std. Kons.
A std — A kor

Standart Konsantrasyonu: 1 g/LL
3.2.4.2.Serum Seruloplazmin Diizeyi Olciimii

Serumda seruloplazmin tayini spektrofotometrik olarak Colombo ve
Richterich’in (1964) bildirdigi metot ile yapildi.
Prensip: Seruloplazmin bir enzim olarak renksiz bir madde olan fenilen diamini
mavimsi menekse renkli lirline oksitler. Serumdaki bu etki deneyde belirli bir
zamanda ve deney koriinde daha basinda sodyum azid katilarak durdurulur ve
spektrofotometrik olarak &lgtiliir.
Deneyde Kullanilan Cozeltiler:
1.Asetat tamponu (0,43 M): 1,34 mL glasiyal asetik asit ve 26,44 g sodyum asetat
distile suda ¢oziillip, litreye tamamlanarak pH’s1 5,6’ya ayarlandi.
2.Fenilen diamin substrat c¢ozeltisi (7,95 mM): 144 mg fenilen diamin
dihidrokloriir, 100 mL asetat tamponunda ¢tziilerek hacmi litreye tamamlandr ve

pH’s1 5,6’ya ayarlandi. Giinliik olarak hazirlandi.
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3.Sodyum azid ¢ozeltisi (460 mM): 3 g sodyum azid distile suda ¢oziilerek hacmi

100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihsi:
Pipetleme islemi asagidaki sekilde vapildu.
Test Kor
Fenilen diamin substrat ¢ozeltisi | 5 mL 5SmL
Sodyum azid - 1 mL
Serum 0,1 mL 0,1 mL

Karistirildr ve 37 °C’lik etiivde 15 dakika inkiibasyona birakildu.

Sodyum azid I mL -

546 nm’de distile suya karsi okundu.

Hesaplanmasi:

Seruloplazmin (mg/dL) =237 x (A test — A kér)
3.2.4.3.Serum Albiimin Diizeyi Ol¢iimii

Serum albiimin diizeyi o¢l¢limii ticari test kiti ile (Biolabo, Fransa)
spektrofotometrik olarak yapildi.
Prensip: Serum albiimini, bromkrezol yesili varliginda zayif asidik pH (pH= 4.2)
ortaminda indikat&riin rengini sari-yesilden yesil-maviye dontistiirir.
Deneyde Kullanilan Cozeltiler:
1. Reaktif: Siiksinik asit (83 mmol/L), bromokrezol yesili (BCG) (167 umol/L),
sodyum hidroksit (50 mmol/L), polioksietilen monolauril eter (1 g/L) ve koruyucu
2. Standart: 5 g/dL (725 umol/L)
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Deneyin Yapihisi:
Pipetleme islemi asagidaki sekilde yapildi.

Kor Standart Test
Serum - - 5 uL
Standart cozeltisi - S5ul -
Distile su 5uL - -
Reaktif 2,5mL 2,5 mlL 2,5 mL

Karistirildi, 3 dakika inkiibasyona birakildi.

Absorbansi reaktif koriine karsi 1 dakika iginde 630 nm’de okundu.

Hesaplanmasi:

Alblimin (g/dL) = (A test / A std.) x Std. Kons.
3.2.4.4.Serum Malondialdehit Diizeyi Ol¢iimii

Serumda MDA tayini Yoshioka ve ark. (1979) bildirdigi yonteme gore
oleuildu.
Prensip: Tiyobarbiitirik asit (TBA) tepkimesinde lipit igerik, diisiik pH ve TBA
varliginda isitildiginda 535 nm’de maksimum pik olusturan stabil kirmizi-pembe
renk meydana gelir. Kirmizi-pembe renk, MDA molekiilti ile iki TBA molekiiltiniin
birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayidir.
Deneyde Kullanilan Cozeltiler:
1.Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢oziildii ve
hacim 100 mL'ye tamamlandi.
2.Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbitirik asit (TBA) distile suda
¢oziildii ve hacim 250 mL'ye tamamlandi.
3.Stok Standart Cozelti (20 mmol/L): 0,494 mL 1,1 3,3-tetractoksipropan (d:0,92;
% 97, MA: 220,3) 100 mL alkolde ¢oziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozelti

hazirlandi.
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Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 20 mmol/L’lik stok standart ¢ozeltiden 0,1
mL alinarak hacmi 100 mL'ye tamamlandi ve 20 pmol/L'lik standart ¢ozelti elde
edildi. Bu ¢ozelti ile 10 - 5 - 2,5 - 1,25 - 0,625 pmol/L'lik diliisyonlar hazirlanarak
asagida agiklandigr sekilde ¢ahisildi. 535 nm’de kore karst optik dansiteleri okundu

ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Deneyin Yapihsi

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi ve test tlipline 0,5 mL serum,
kor tlipiine 0,5 mL distile su pipetlendi. Biitlin tiiplere 2,5 ml % 20’lik TCAA ve 1
mL TBA ilave edildi. Ttpler 90 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi,
sogutuldu ve lizerine 4 mL n-biitanol pipetlenerek 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra n-biitanol tabakasi baska bir tiipe aktarilarak 535 nm’de kore karsi
testin absorbansi spektrofotometrede okundu.

Pipetleme islemi asagidaki sekilde yapildi.

Kor Test
Serum - 0,5 mL
Distile su 0,5mL
TCAA 2:5ml. 2.5 mL
TBA 1 mL 1 mL

90 °C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler su altinda sogutuldu.

n-Biitanol 4 mL 4 mL
3000 rpm'de 10 dakika santrifuij edildi. Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de kore kars:

optik dansiteler okundu.
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Hesaplanmasi:

Sonuglar kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulundu.

MDA Standart Grafigi
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Sekil 2. MDA diizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
3.2.4.5.Tam Kanda Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii

Tam kanda glutatyon (GSH) diizeyleri Beutler ve ark. (1963) bildirdikleri
yontemle tayin edildi.
Prensibi: Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptit olan GSH nerdeyse
tamami kandaki eritrositler iginde bulunur. EDTA’l kanimn distile su ile hazirlanan
hemolizinde, siilfidril (-SH) gruplar1 tagimayan tiim proteinler ¢okturiiliir. GSH,
meydana gelen berrak sivida —SH gruplarinin DTNB (5,5”-2-ditiobis nitrobenzoik
asit) ile olusturdugu sari renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede
olgiilir.
Deneyde Kullanilan Cozeltiler:
1.Coktiiriicii ¢ozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl alinarak bir
miktar distile suda ¢oziildli ve hacim 100 mL'ye tamamlandi.
2.Fosfat ¢ozeltisi (0.3 M Na;HPOy): 53,4 g Na;HPO,4.2H,0 distile suda ¢oziilerek

hacim litreye tamamlandi.

3.Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1): 1 g sodyum sitrat alinarak hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.
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4.DTNB (Ellman’s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alind1 ve % [’lik sodyum sitrat ile
hacim 100 mL’ye tamamland:.

S.Standart GSH cozeltisi: 40 mg GSH distile suda ¢oziildii ve hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

Deneyin Yapihsi

Kor, standart ve test olarak isaretlenen tiiplerden test tiipiine, EDTA'l kandan 200
uL, standart tiipiine standart ¢ozeltisinden 200 pL alind1. Uzerine 1800 pL distile su
(kanin hemoliz olmasi i¢in) ve 3 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor olarak
isaretlenen tiipe 2000 pL distile su iizerine 3 mL ¢oktiirlici ¢ozelti pipetlendi. Tiipler
karistirild1 ve buzlu suda 5 dakika bekletilip, 3000 devirde 10 dakika santrifij edildi.
Kor tiip aynen alindi, standart ve test olarak isaretlenen yeni tliplere 2'ser mL
siipernatant alindi. Biitiin tiiplere 8’er mL fosfat ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. 1
mL DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda kére karsi standart ve testin optik

dansitesi okundu.

Pipetleme islemi asagidaki sekilde yapildi.

Kor Standart Test
EDTA’h kan - - 200 pL
Standart - 200 L -
Distile su 2000 pL 1800 pL 1800 pL
Coktiiriicii ¢ozelti 3mL 3mL 3mL

Buzlu suda 5 dakika bekletildi. Ardindan 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve

baska tiiplere siipernatanttan 2 mL aktarild1.

Fosfat Cozeltisi & mL 8§ mL 8§ mL

Karistirildi

DTNB I mL 1 mL I mL

412 nm’de tiiplerin optik dansiteleri kore karsi okundu

Hesaplanmasi:

Tam kan GSH konsantrasyonu mg/dL olarak asagidaki formiilden yararlanilarak
hesaplandi.

GSH (mg/dL)= (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x Standardin
konsantrasyonu (40 mg/dL).
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3.3.Istatiksel Analiz

Calisma verilerinin  degerlendirilmesinde SPSS 20.0 paket programi
kullanildi. Analizlerde gruplarin normal dagilim gosterme durumu Kolmogorov-
Smirnov testi yapilarak degerlendirildi. Gruplar normal dagilim gosterdigi igin,
gruplarin karsilastirilmasinda Independent Sample T-testi kullanildi. Sonuglar,
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. P<0,05 ifadesi veya daha kiigiik degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Calismada elde edilen serum haptoglobin, seruloplazmin, albimin, MDA ve
tam kan GSH diizeylerine ait bulgular ve istatistiksel dnemi Tablo | ve 2°de,

bulgularin grafiksel degerlendirilmesi ise sirasi ile Sekil 3 ve 7°de gosterildi.

Gilig dogum yapan ineklerde pozitif AFP olan haptoglobin ve seruloplazmin
diizeyi normal dogum yapanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede artarken
(P<0,001), negatif AFP olan albiimin diizeyi ise istatistiksel olarak anlamli derecede

azalmigtir (P<0,05).

Tablo 1. Normal ve gii¢ dogum yapan ineklerde akut faz protein diizeyleri

Parametreler Normal Dogum Gii¢c Dogum P Degeri
Haptoglobin (g/L) 0,176+0,007 0,842+0,013 P<0,001
Seruloplazmin (mg/dL) 15,68+0,83 24,14+1,02 P<0,001
Albiimin (g/dL) 3,15+0,08 2,91+0,08 P<0,05

Giig dogum yapan ineklerde MDA diizeyi normal dogum yapanlara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artarken (P<0,001), GSH diizeyi ise istatistiksel

olarak anlamli derecede azalmistir (P<0,05).

Tablo 2. Normal ve giig¢ dogum yapan ineklerde MDA ve GSH diizeyleri

Parametreler Normal Dogum Gii¢ Dogum P Degeri

MDA (pmol/L) 2,030,009 4,51+0,08 P<0,001
GSH (mg/dL) 13,21+1,19 64,34+2,98 P<0,05
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Sekil 3. Normal ve giic dogum yapan ineklerde serum haptoglobin konsantrasyonunun
degisimi. Gruplar arasinda haptoglobin konsantrasyonu istatistiksel olarak ¢nemli bulundu
(P<0,001).
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Sekil 4. Normal ve gili¢ dogum yapan ineklerde serum seruloplazmin konsantrasyonunun
degisimi. Gruplar arasinda seruloplazmin konsantrasyonu istatistiksel olarak énemli bulundu
(P<0,001).
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Sekil 5. Normal ve gii¢ dogum yapan ineklerde serum alblimin konsantrasyonunun degisimi.
Gruplar arasinda alblimin konsantrasyonu istatistiksel olarak énemli bulundu (P<0,05).

MDA (pmol/L)
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Sekil 6. Normal ve glic dogum yapan ineklerde serum MDA konsantrasyonunun degisimi.
Gruplar arasinda MDA konsantrasyonu istatistiksel olarak énemli bulundu (P<0,001).
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Sekil 7. Normal ve gli¢ dogum yapan ineklerde tam kanda GSH konsantrasyonunun
degisimi. Gruplar arasinda GSH konsantrasyonu istatistiksel olarak ¢nemli bulundu
(P<0,05).
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5.TARTISMA ve SONUC

Gebelik ¢ok farkli mekanizmalar igeren karmasik, fizyolojik bir siire¢ olup,
hayvanlarda noroendokrin ve ndroimmiin sistem dahil birgok mekanizmayi
etkilemesi nedeniyle organizmada olusan akut faz yanita bagli olarak AFP
diizeylerinde artis veya azalisa neden olabilmektedir. Akut faz yanit, organizmada
olusan yangi, doku hasari, enfeksiyon, neoplastik biiylime veya immiinolojik
bozukluklar sonucu olusan homeostazise karsi organizmanin gdstermis oldugu
nonspesifik bir reaksiyondur. Organizma tarafindan olusturulan bu nonspesifik
reaksiyon sonucu karacigerden AFP’ler sentezlenmektedir. AFP’ler yangi sirasinda
kanda konsantrasyonlari azalanlar (prealbiimin, albiimin, transferrin) negatif AFP ve
kanda konsantrasyonu artanlar (CRP, SAA, ol-antitripsin, al-asit glikoprotein,
seruloplazmin, haptoglobin, fibrinojen) pozitif AFP olarak siniflandirilmaktadir
(Heinrich ve ark.1990, Kent 1992, Alsemgeest ve ark. 1994, Gruys ve ark. 1994,
Skinner ve Roberts 1994, Petersen ve ark. 2004).

Sigirlarda 6nemli bir AFP olan haptoglobin o ve B olmak iizere iki alt
tiniteden olusur. Saglhkli sigirlarin serumunda haptoglobin bulunmamakta veya ¢ok
az diizeyde (0,1 mg/mL) bulunmaktadir (Eckersall ve Conner 1988). Haptoglobinin
fonksiyonlar1 arasinda, hemoglobin ile kompleks olusturarak demir kaybinin
onlenmesi (Isaac 2008) ve dolayli olarak bakteriostatik etki gdstermesi sayilabilir
(Bullen 1981). Bir¢ok tiirde calisilan dnemli bir AFP olan haptoglobin; mastitis,
pndomoni, enteritis, peritonitis, endokarditis, endometritis, viral veya bakteriyel
solunum sistemi enfeksiyonu gibi dogal ve deneysel bircok hastalikta
konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir (Eckersall ve Bell 2010, Sharifiyazdia ve ark.
2012, Merhan ve ark. 2017a, Merhan ve ark. 2017b).

Yangisal durumlara ek olarak, AFP’ler gebelik gibi normal fizyolojik
durumlarda da salinir. Georgieva ve ark. (2011) yaptiklari bir ¢calismada dogumdan
onceki haptoglobin konsantrasyonlari normal dogum yapan koyunlarda 0,193+0,038
g/L iken giic dogum yapan koyunlarda ise 0,558+0,119 g/L olarak, Scott ve ark.
(1992) yaptiklar1 baska bir ¢alismada normal dogum yapan koyunlarda haptoglobin
konsantrasyonunun 0,25+0,27 g/L. ve giic dogum yapan koyunlarda ise 0,82+0,73
g/L olarak bildirmislerdir. ilave olarak Aziz ve Taha (1997) koyunlarda yaptiklari
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baska bir ¢alismada haptoglobin konsantrasyonlari normal dogum yapan koyunlarda
0,266+0,027 g/L iken gii¢ dogum yapan koyunlarda ise 0,434+0,195 g/L tespit

edilmistir.

Gebe ineklerde serum haptoglobin konsantrasyonu, muhtemelen kortizol ve
steroid olmayan yag asitleri tarafindan ekspresyonunun diizenlenmesi nedeniyle
vzellikle de dogum yaklasinca artmaktadir (Uchida ve ark. 1993). Nazifi ve ark.
(2008) yaptiklar1 bir ¢alismada, dogumu yaklasan kurudaki ineklerde haptoglobin
konsantrasyonunun 0,300+0,090 g/L, gebe ineklerde 0,220+0,030 g/L ve gebe
olmayanlarda ise 0,080+0,060 g/L oldugunu bildirmislerdir.

Bufalolarda yapilan bir ¢alismada haptoglobin konsantrasyonunun dogumda
ve dogumdan birka¢ giin sonra hafif bir artis oldugunu ve doZum sirasinda
distorsiyon gosteren bufalolarda dogumdan 24 ve 48 saat sonra haptoglobin

konsantrasyonlarinda 6nemli derecede bir artis tespit etmislerdir (Ghuman ve ark.

2009).

Seruloplazmin tek bir polipeptit zincirinden olusan a-2 globulindir. Sigirlarda
haptoglobin ve SAA’ya gtre daha az kullanilan seruloplazmin enfeksiyon varligmimn
bir indikatorii olarak kabul edilmektedir (Fagliari ve ark. 1998, Bozukluhan ve ark.
2016). Seruloplazmin bakirla birlikte ¢esitli enzim (Sitokrom C oksidaz ve Cu-Zn
stiperoksit dismutaz) aktivitelerinin artmasini ve savunma sistemi hiicreleri lizerine
etki ederek bu hiicrelerin fagositoz ve antimikrobiyel giicliniin daha yiiksek olmasini
saglamaktadir. Ayrica oksijen radikallerinin etkilerini azaltarak hiicreleri oksidatif
zararlara karsi korumaktadir (Cerone ve ark. 2000). Ineklerde &zellikle meme
enfeksiyonunun belirlenmesinde degerli bilgiler verdigi bildirilmektedir (Chassagne
ve ark. 1998; Szczubiat ve ark. 2012). Postpartum dénemde (3-5 hafta) klinik olarak
saghkli olan ineklerde serum seruloplazmin diizeyinin 22,1+5,89 mg/dL oldugu

bildirilmistir (Hussein ve Staufenbiel 2012).

Sigir (Sheldon ve ark. 2001) ve koyunlarda (Sheldon ve ark. 2003) yapilan
calismalarda seruloplazmin konsantrasyonunun dogum esnasinda fiziksel stres ve
travmaya bagli olarak &nemli diizeyde arttigi ve bu artisin uterus involusyonu ve

bakteriyel kontaminasyondan ileri gelebilecegi bildirilmektedir. Calismamizda da
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glic dogum yapan ineklerde normal dogum yapan ineklere gore haptoglobin ve
seruloplazmin konsantrasyonunda artis tespit edilmis olup muhtemelen bu artisin
sebebi dogum esnasinda olusan fiziksel stres ve travma sonucu artabilecegini bildiren
calismalara paralel (Regassa ve Noakes 1999, Sheldon ve ark. 2003) ve dogumdaki
fizyolojik ve metabolik degisikliklere bagl olabilecegi diistintilmektedir.

Negatif bir AFP olan albiiminin, akut faz yanit sirasinda konsantrasyonunun
azaldigr bildirilmistir (Roussel ve ark. 1997, Gruys ve ark. 2005). Albiiminin serum
seviyesi aglik, Kkaraciger bozuklugu, bagirsak malabsorbsiyonlart durumunda
etkilenmektedir (Roussel ve ark. 1997, Bozukluhan ve ark. 2016). Irmak ve ark.
(1998) koyunlarda yaptiklar: bir ¢alismada, gebeligin son 15. ve 5. giinlerinde azalan
albiimin degerlerinin dogumdan sonraki 10. giinde arttigimi tespit etmislerdir. Bu
donemde sekillenen hipoalbiimineminin nedeni olarak albiimin sentezinin azalmasi
veya tiiketiminin artmasi olabilecegini bildirmislerdir. Yapilan bu calismada da
albiimin dlizeyi gii¢ dogum yapanlarda normal dogum yapan gruba oranla dnemli
diizeyde azalmis olup, bu durumun gelisen akut faz yanita bagli olarak ve/veva
hayvanda  gelisen albiimin tiiketiminin  artmasindan ileri  gelebilecegi

distintilmektedir.

Normal kosullarda, organizmada oksidan ve antioksidanlar denge halindedir.
Ancak yangi, enfeksiyvon ve stres gibi durumlarda bu denge oksidanlar lehine
bozularak hiicre ya da dokularda hasara neden olabilen oksidatif stres
olusturmaktadir. Oksidatif streste konsantrasyonu artan serbest radikaller; lipit,
karbonhidrat, protein ve niikleik asit gibi molekiilleri etkileyerek oksidatif hasara
neden olurlar. Organizmada serbest radikallerin olusturdugu hasari ve/veya lipit
peroksidasyonunu &nlemek amaciyla gorev yapan savunma sistemi antioksidan

savunma sistemi olarak adlandirilmaktadir.

Reaktif oksijen metabolitlerinin tiretimi ve giivenli atihmi arasindaki
dengesizlik, siit ineklerinde dogumla ilgili bozukluklara neden olabilir (Miller ve ark.
1993). Oksidatif stres, hayvanlarda saglikli gebelikle ilgili yapilan birka¢ galismada
bildirilmistir. Castillo ve ark. (2005) gec laktasyon donemi ve buzagilama 6ncesi 10.
hafta (kuru dénem) ile buzagilama sonrasi 2 haftalik periyotlarda (erken laktasyon)

saglikl siit sigirlarinda yaptiklari bir ¢alismada MDA diizeyleri gruplar arasi farklilik



35

gostermezken, ilk haftada total antioksidan kapasitenin pik yaptig1 ve daha sonra

azaldigin bildirmislerdir.

Gebelikte artan metabolik aktivite, negatif enerji dengesi ve keton
cisimciklerinin olusumu, gebelik sirasinda antioksidan rezervinin azalmasi ve gebe
hayvanlarin laktasyona fizyolojik adaptasyonu nedeniyle artan serbest radikal
tiretimine neden olur (Sahoo ve ark. 2009). Siit ineklerinde, gebeligin son donemleri
ile erken laktasyon dénemlerinde enerji ve besin madde ihtiyaclarinda 6nemli artislar
olmaktadir. Buna karsin, bu dénemlerde yem tiiketimindeki ciddi azalmalara bagli
olarak ihtiyaclar karsilanamamakta, sonug¢ta negatif enerji dengesi olugmaktadir

(Buiytikoglu ve Aslan 2018).

Bu c¢alismada giic dogum yapan ineklerde MDA diizeylerinin normal
fizyolojik diizeylerden yiiksek oldugu, GSH diizeylerinin ise giic dogum yapan
ineklerde azaldig1 tespit edildi. Muhtemelen nedeni artan metabolik aktivite, negatif
enerji dengesi ve/veya dogumda olusan strese bagli olarak artan serbest radikal

konsantrasyonunun neden oldugu lipit peroksidasyonu olabilir.

Sonug olarak; yogun stres altinda olan ve miidahale ile dogumu gergeklesmis
ineklerde, akut faz yanitin ve oksidatif stresin arttigi goriilmistiir. Ozellikle giig
dogumlarda miidahale yapilan ineklerde enfeksiyon olusumunu engellemek amaciyla
yapilacak uygulamalara ek olarak meydana gelen oksidatif strese karsi antioksidan
uygulamalarin da faydali olabilecegi kanisina varildi. Bununla birlikte ineklerde giig
dogumun Onceden tahmin edilmesi iginde ilgili faktorlerin Olglimiiniin fayda

saglayabilecegi ile ilgili yeni ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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