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Oz

Bu ¢alismada, taze, silaj ve kuru yoncanin kuzularin kanindaki serbest radikal hasar1 ve antioksidan sistem
lizerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla, ¢alismada 40 adet Akkaraman erkek kuzu (yas: 4 aylik, canli agirlik:
21 kg) kullanilmigtir. Arastirma rasyonlari izonitrojenik ve izokalorik olarak hazirlanmis ve rasyonlarda
kullanilan yonca formu deneme gruplarini olusturmustur: bugday samani-kontrol grubu (K), taze yonca grubu
(TY), yonca silaji grubu (SY) ve kuru yonca grubu (KY). Hayvan Denemesi, 10 giin alistirma ve 98 giin
ornekleme olmak iizere toplam 108 giin siirdiiriilmiistiir. Kuzularin jugular veninden kan ornekleri alinarak
MDA, GSH, Cu diizeyleri ile KAT, GSH-Px aktiviteleri dl¢lilmiigiir.

Denemede en yiiksek plazma MDA ve Cu diizeyleri taze yonca grubunda goriiliirken, en diisiik degerler ise
kuru yonca grubunda gozlenmistir (P<0.05). Eritrosit KAT aktivitesi taze yonca ve silaj grubunda yiiksek,
kontrol grubu ve kuru yoncada diisiikk bulunmustur (P<0.05). Tam kan GSH-Px ve GSH diizeylerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamstir (P>0.05).

Sonug olarak taze yonca ile beslenen hayvanlarda plazma MDA diizeyinin yiliksek olmasi yine yiiksek
seviyede bulunan Cu’in prooksidan etkisinden kaynaklanabilir. Antioksidan enzimlerden katalaz aktivitesinin
yiiksek olmasi serbest radikal hasarina karsi artan bir savunma seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Akkaraman kuzu, antioksidanlar, Cu, malondialdehit, yonca

Effects of Fresh, Ensiled and Dried Alfalfa on Free Radical Damage and
Some Antioxidants in the Blood of Lambs

Abstract

In this study, the effects of fresh, ensiled and dried alfalfa were investigated on free radical damage and
antioxidant system. For this purpose, a total of 40 Akkaraman male lambs (age: 4 months, body weight: 21 kg)
were used. Experimental rations were prepared as isonitrogenous and isoenergetic and, the alfalfa form using in
rations were composed the experimental groups: wheat straw- Control group (K), fresh alfalfa group (TY),
ensiled alfalfa group (SY) and dried alfalfa group (KY). The animal experiment was maintained for 108 days as
10 days of adaptation and 98 days of sampling. The lambs’ blood samples were taken from the jugular vein and
MDA, GSH, Cu levels and KAT, GSH-Px activities were measured.

In the trial, it was shown that the lowest levels of MDA and Cu in plasma were in dried alfalfa while the
highest levels were in fresh alfalfa (P<0.05). Erythrocyte CAT activity was higher in fresh and ensiled alfalfa
while it was lower in control group and dried alfalfa (P<0.05). Differences in levels of whole blood GSH-Px and
GSH were not significant among the treatments (P>0.05).

In conclusion, high levels of plasma MDA in animals fed with fresh alfalfa may be due to the prooxidant
effect of Cu at high level. To be at high level of catalase activity from antioxidant enzymes can be interpreted as
an increasing defense against free radical damage.

Keywords: Akkaraman lamb, antioxidants, Cu, malondialdehyde, alfalfa
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GIRiS

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) yasayan
organizmalar tarafindan dogal olarak iretilir.
Oksijenden firetilen en iyi bilinen reaktif oksijen
tiirleri; siliperoksit anyonu, hidroksil radikali,
hidrojen peroksit, nitrik oksit ve peroksinitrittir.
Normal fizyolojik kosullar altinda, ROT olusumu
ve siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (KAT) gibi
enzimatik, glutatyon (GSH) ve A, E, C
vitaminleri gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Asir

miktarda ROT diretimi ve/veya yetersiz
antioksidan savunma nedeniyle bu denge
bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikar.

Oksidatif stresin en bilyiik indikatori lipid
peroksidasyonudur.  Malondialdehit  (MDA),
oksidatif  stres altinda olusan lipid
peroksidasyonunun en ¢ok bilinen ve basit bir
testi olup klinik uygulamalarda en faydal
olanidir (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus,
1995; Yazar ve ark., 2010).

Bakir; lizil oksidaz, sitokrom oksidaz,
tirozinaz, dopamin-B-hidroksilaz, monoamin
oksidaz, seriiloplazmin ve bakir-¢inko siiperoksit
dismutaz gibi bircok enzimin yapisinda yer alan
onemli bir eser elementtir (Rafeeinia ve ark.,
2014).  Cu/zZn-SOD'daki  Cu’in, ROT'nin
detoksifikasyonunda koruyucu bir role sahip
oldugu bilinmektedir (Linder, 2012). Gegis metal
iyonu olan Cu, ROT’nden biri olan H,0O;'i

hidroksil ~ radikaline  doniistiren  Fenton
reaksiyonunda onemli role sahiptir (Romero ve
ark., 2014).

Ruminantlarda konsantre yeme dayali bir
besleme durumunda asidoz basta olmak {iizere
birgok saglik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle konsantre yemlerin kaba yemler ile
birlikte verilmesi ruminantlarin beslenmesinde
daha dogru bir uygulamadir. Ulkemizde besin
maddeleri bakimindan yetersiz olan tahil
samanlarn  fazlaca iretilmekte ve hayvan
beslemede kaba yem olarak kullanilmaktadir
(White ve ark., 1974; Frank, 1982). Yonca, besin
madde diizeyinin yiliksek olmast nedeni ile
hayvan besleme agisindan ideal bir kaba yem
kaynagidir. Genellikle hayvan beslemede kuru
olarak kullanilan yoncanin kurutulmasi sirasinda
yapraklarmin dokiilmesi nedeni ile basta protein
olmak  tiizere Onemli  besin  maddeleri
kaybolmaktadir (Giiler ve Cer¢i, 1999; Tath ve
Cerci, 2000). Yemdeki bu kayiplar hayvandan
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elde edilecek verim diizeyini azaltmakla birlikte
hayvan sagligi iizerine olumsuz etkilere de sebep
olmaktadir (Cer¢i ve ark., 1996; Giiler ve Cergi,
1999). Bu aragtirmada, kaba yem kaynag1 olarak
saman yerine farkli formda (taze, silaj ve kuru)
yonca ve konsantre yem igeren rasyonla beslenen
kuzularin kanindaki MDA, GSH, Cu diizeyleri ile
KAT, GSH-Px aktivitelerinin nasil etkilendigi
arastirilmigtir.

MATERYAL VE METOT

Calismamiz  yerel etik kurulu onayi
alindiktan (Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Etik Kurulu, 18.04.2007 tarihli, 2007/15 karar
sayili etik kurul raporu) sonra Elazig Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitisi Midirligi
deneme iinitesinde yapilmistir. Arastirmada 40
bas Akkaraman erkek kuzu (yas: 4 aylik, canl
agirlik: 21 kg) kullanilmistir. Her bir hayvan
ferdi padoklarda barindirilmistir. Rasyonlar,
NRC standartlarina (National Research Council,
1985) uygun olarak izonitrojenik ve izokalorik
olacak sekilde hazirlanmigtir ve rasyonlara ilave
edilen taze, silaj ve kuru yonca deneme gruplarini
olugturmustur. Arastirma  gruplari; rasyona
bugday samani katilan grup Kontrol Grubu (K),
taze yonca katilan grup (TY), yonca silaji katilan
grup (SY) ve kuru yonca katilan grup (KY)
seklinde olusturulmustur. Kuzulara yem ve su ad
libitum olarak verilmis ve giinde iki kez yemleme
(sabah 08:00 ve aksamiistii 18:00) yapilmistir.
Deneme, toplam 108 giin (10 giin alistirma ve 98
giin 6rnekleme) siirdiiriilmiistiir.

Bu siire sonunda kan parametrelerine
bakmak icin kuzularin Vena jugularis’lerinden
heparinli tiiplere kan alinmistir. GSH ve GSH-Px
tayini i¢in tam kan ayrildiktan sonra artan kalan
kanlar 3000 devirde 10 dk santrifiij edilerek
plazmalar1  ¢ikarilmis MDA  tayini  igin
kullanilmigtir. Geride kalan eritrosit paketi %
0.9’luk NaCl ile 3 kez yikandiktan sonra KAT
tayininde kullanilmistir.

MDA diizeyi Placer ve ark. (1966)
yontemine gore, GSH diizeyi Chavan ve ark.’nin
(2005) yontemine gore tayin edilmistir. Olusan
MDA, tiyobarbitiiriik asitle (TBA) pembe renkli
bir kompleks olusturmakta ve bu ¢dzeltinin
absorbansi 532 nm’de spektrofotometrik olarak
Olgiilerek  lipid  peroksidasyonun  derecesi
saptanmaktadir. Plazma MDA diizeyi nmol.mL™
olarak hesaplandi. Tam kan GSH seviyesi, 5, 5’-
dithiobis-(2-nitro  benzoic  acid)  (Ellman
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sollisyonu) ile siilfhidril gruplarinin sar1 renk
olusturmasi ve bu rengin 412 nm’de oOlgiilmesi
esasina dayanir. GSH seviyesi nmol.mL™ olarak
verildi.

GSH-Px aktivitesi Ol¢iimii i¢cin Matkovics
ve ark. (1988) metodu, KAT aktivitesini 6lgmek
icin Aebi (1984) metodu kullanilmigtir. GSH-PX
aktivitesi, kiimen hidroperoksit ve GSH
kullanilarak 37 °C’de enzimatik reaksiyonu
takiben 412 nm’de GSH’un azalmasi Ellman
soliisyonu ile tespit edilerek tayin edildi. Enzim
aktivitesi U.g" Hb olarak verildi. KAT aktivite

Olcimii  ortamdaki H,O,in  KAT enzimi
vasitasiyla suya doniisiimii saglanirken meydana
gelen absorbans azalmasinin 240 nm'de

Olciilmesi esasina dayanmaktadir. KAT aktivitesi
sonuglari k.g™* Hb cinsinden verildi.

Hemoglobin (Hb) tayini
siyanmethemoglobin yontemi (Fairbanks ve
Klee, 1986) ile tespit edilmisgtir. Tam kan
potasyum siyaniir ve potasyum ferrisiyanid
cozeltisi ile karistirilip siilfohemoglobin digindaki
tim hemoglobin formlar1 siyanmethemoglobine
dontistiiriilerek absorbanlar 540 nm'de 6l¢iildii.
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Cu analizi atomik absorbsiyon
spektorofotometresi-alev ~ sistemiyle  analiz
edilmistir (Perkin-Elmer, 2000). Cu 6l¢iimii i¢in
Hallow-Cathode lambasi ve hava/asetilen alevi
kullanildu.

Istatistiksel Analizler

Bu calismanin istatistiksel analizlerinde
SPSS 12.0 paket programi kullanilmistir. Coklu
gruplarin  karsilagtirmas1 varyans analizi ve
Duncan testi ile yapilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterilmis ve anlamliliklar:
P<0.05 esas alinarak degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Denemede en yiiksek plazma MDA ve Cu
diizeyleri taze yonca grubunda goriiliirken, en
disilk degerler ise kuru yonca grubunda
gozlenmisgtir (P<0.05). KAT aktivitesi taze yonca
ve silaj grubunda en yiiksek, kontrol grubu ve
kuru yoncada en diisiik bulunmustur (P<0.05).
GSH-Px ve GSH diizeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(P>0.05) (Cizelge 1).

Cizelge 1. Taze ot, silaj ve kuru ot seklinde yedirilen yoncanin kuzularda kan MDA, Cu, GSH diizeyleri ile
KAT, GSH-Px aktiviteleri {izerine etkisi

Parametreler K TY SY KY P

MDA (nmol.mL™) 0.24+0.03"  036+0.08  0.29+0.04°  0.18+0.08°  <0.05
Cu (ppm) 0.81+ 0.04° 1,00 £ 0.05° 0,79 £ 0.03° 0,66 +0.02°  <0.05
KAT (k.g™* Hb) 0.18 £0.01° 0.26 +0.01° 0.28 +0.02° 0.20+0.02°  <0.05
GSH-Px (U.g" Hb) 1.32+0.17 1.85+0.21 1.79+0.16 1.84+0.37 >0.05
GSH (nmol.mL ™ 6.75+0.12 6.29 £ 0.06 6.42+0.10 6.77 £0.19 >0.05

a-d : Ayn satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar nemlidir.
K: Kontrol grubu, TY: Taze yonca grubu, SY: Yonca silaji grubu, KY: Kuru yonca grubu

Asirt ROT {retimi  ve/veya antioksidan
kapasitedeki azalma oksidatif stresin sebebidir.
Oksidatif stres durumunda, lipid
peroksidasyonun ana yan {iriin aldehitlerinden
biri olan MDA, dokularda ve periferal dolagimda
birikir (Palanisamy ve ark., 2011). Bu ¢alismada
taze yonca verilen grubun plazma MDA
degerinin yiiksek olmasi bu grupta oksidatif stres
olugtugunun gostergesidir. Yine silaj yonca
grubunda da MDA degerinde kontrole gore
istatistik Onemsiz artisin goriilmesi bu grubun
oksidatif strese meyillendigine isaret edebilir.
ROT’nin temizlenmesi ve hiicrelerin oksidatif
hasardan  korunmasi  viicudun antioksidan
sistemlerine dayanir. Antioksidan sistemler KAT,
GSH-Px gibi antioksidan enzimleri ve GSH gibi
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diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar1 igerir
(Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Yazar
ve ark., 2010). Hiicre redoks dengesinde 6nemli
rol oynayan KAT, hiicresel redoks dengesini
stirdirmek ve H,0,'in toksik etkisini azaltmak
icin HyO,'in H,0 ve Oy'e yikimimi katalize eder
(Guo ve ark., 2015). Bu c¢alismada KAT
aktivitesi taze ve silaj yonca gruplarinda 6nemli
olarak artmigtir. Hermes-Lima ve ark. (1998)
antioksidan ~ savunmalarin  aktivasyonunun,
oksiradikallerin lretimini azaltmak i¢in oksidatif
strese karsi koruyucu bir mekanizma oldugunu
belirtmislerdir. Kaba yem kaynagi olarak saman
yerine farkli formda (taze, silaj ve kuru) yonca
igeren rasyonlarla beslenen kuzularda kuru yonca
kullaniminin kuru madde tiiketimini, canli agirlik
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artisin1 ve karkas Ozeliklerini istatistiki olarak
onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilen ¢alismaya
(Cergi ve ark., 2011) paralel biyokimyasal olarak
da MDA degerlerine ve antioksidanlara
bakildiginda kuru yonca kullaniminin oksidatif
hasar1 azalttig1 tespit edilmistir.

Bakir; sitokrom oksidaz ve bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz gibi birgok enzimin
yapisinda bulunan ©nemli bir esansiyel eser
elementtir (Rafeeinia ve ark., 2014). Gegis metal
iyonlart olan Cu ve Fe, H,0,'i hidroksil
radikaline doniistiiren Fenton reaksiyonunda
onemli role sahiptir (Romero ve ark., 2014).
Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde olusan en
giiclii okside edici radikaldir. Bu radikalin
olusumu endotel hiicre hasarina neden olabilen

lipit  peroksidasyon  siirecini  baslatabilir
(Rafeeinia ve ark., 2014). Cu’in artan oksidatif
stres ve DNA hasarina sebep oldugunu

gostermek icin normal hiicreler Cu tuzlaryla
muamele edilmistir (Toplan ve ark., 2003; Anjos
ve ark., 2014). Bununla birlikte, Cu/Zn-SOD'daki
Cu’in, ROT'in detoksifikasyonunda koruyucu
bir role sahip oldugu da bilinmektedir (Linder,
2012). Baz1  Cu-kompleksleri, siiperoksit
dismutaz mimetik aktivite ve antioksidan aktivite
sergilerken (Buchtik ve ark., 2012; Linder, 2012),
diger  kompleksler  prooksidan  ozellikler
gostermekte ve ROT’nin iretimine sebep
olmaktadir (Gaetke ve ark., 2014; Murakami ve
ark., 2014; Hosseinimehr, 2015). Bu ¢alismada
da taze yonca grubunda yiiksek bakir diizeyine
paralel MDA diizeyinin yiiksek olmasi bakirin
prooksidan ozelliginden kaynaklanabilir.
Hayvanlara taze yonca verilmesi yiiksek bakir
diizeyi ve dolayisiyla artmis MDA seviyelerinden
dolayr hayvan sagligi icin risk olabilir veya
serbest radikallerin sekillenmesini normalize
etmek icin taze yonca ile beraber farkli
antioksidanlarin yeme ilavesi faydali olabilir.
Ciinkii asin ROT’nin kanser, kardiyovaskiiler
hastalik,  diyabet, ateroskleroz,  ndrolojik
bozukluklar ~ve kronik inflamasyon gibi
dejeneratif hastaliklarin gelisimine neden oldugu
bilinmektedir (Gaetke ve ark., 2014).

SONUC

MDA  degerlerine ve antioksidanlara
bakildiginda kuru yonca kullanimmin oksidatif
hasar1 azalttig1, kuru yonca kullaniminda saman
kullanimina paralel sonuglar elde edildigi hatta
prooksidan olan Cu seviyelerinin kuru yonca
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kullanimiyla 6nemli olarak plazmada azaldigi
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore kuzulara kaba
yem kayna@i olarak saman yerine kuru yonca
verilmesi daha uygundur.
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