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Aflatoxin Levels in Roughage, Concentrates, Compound Feed and Milk

Samples from Dairy Farms in Erzurum Province*

Nebahat POLAT?, Mehmet GUL?*

1. Ministry of Food, Agriculture and Livestock—Directorate of the Erzurum, TURKEY.
2. Atatirk University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Animal Nutrition and Nutrition Disease, Erzurum, TURKEY.

Abstract: Aflatoxin in roughage, concentrates and compound feed from dairy farms located in Erzurum province, and the
presence of Aflatoxin M; (AFLM3) in the milk of animals fed with these feeds were determined in four different seasons. The
mean level of Aflatoxin M; detected in milk samples was 0.03 ppb. Aflatoxin M; levels in the milk samples taken from the
holdings were lower in autumn and summer (0.02 ppb) compared to winter and spring (0.04 ppb). The total aflatoxin levels
in feed samples were higher in spring and summer, compared to autumn and winter. Furthermore, Aflatoxin B; (AFLB,)
levels in roughage, concentrate and compound feed were significantly higher in spring and summer, compared to autumn
and winter (P<0.01). The results obtained in this study demonstrated that Aflatoxin B; received with compound feed by
cattle led to a carry-over of Aflatoxin M; into milk at a level of 1.219+0.4139%. The mycotoxin levels detected were below

the maximum residue limits laid down in the Turkish Food Codex.

Key words: Compound feed, Concentrate, Milk, Mycotoxin, Roughage.

Erzurum Bélgesinde Siit Sigin isletmelerinden Alinan Kaba, Konsantre, Karma
Yem ve Siit Orneklerinde Aflatoksin Diizeyleri

Ozet: Erzurum bélgesinde bulunan siit sigiri isletmelerinden kaba, konsantre ve karma yemde aflatoksin ve bu yemlerle
beslenen hayvanlarin siitinde Aflatoksin M; (AFLM;) varligi dort farkli dénemde tespit edildi. Stt 6rneklerinde tespit edilen
ortalama aflatoksin diizeyi 0.03 ppb’dir. isletmelerden alinan siit rneklerindeki aflatoksin diizeyleri ki ve ilkbaharla (0.04
ppb) mukayese edildiginde sonbahar ve yazin (0.02 ppb) disik bulundu. Yem 6rneklerindeki total aflatoksin dizeyleri kis ve
sonbahar ile mukayese edildiginde ilkbahar ve yazin daha ylksek bulundu. Bundan baska, kaba, konsantre ve karma
yemlerdeki Aflatoksin B; (AFLB;) diizeyleri sonbahar ve kis ile mukayese edildiginde ilkbahar ve yazin énemli derecede
yuksek bulunmustur (P<0.01). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar karma yemde aflatoksin B; e maruz kalan sut sigirlarinin
sttline % 1.219+0.4139 oraninda gectigi tespit edildi. Tespit edilen mikotoksin diizeylerinin Tirk Gida Kodeksi tarafindan
belirtilen sinirlarin altinda oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kaba, Karma, Konsantre yem, Mikotoksin, Sit.

X Mehmet GUL
Atatlirk University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Animal Nutrition and Nutrition Disease, Erzurum, TURKEY.
e-mail: mehgul@atauni.edu.tr
*This study was supported as a project on the postgraduate thesis by the Scientific Research Committee of Atatlrk University, (the project
number: BAP 2010/150) and present manuscript was summarized from the postgraduate thesis of Nebahat POLAT.
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INTRODUCTION

n the past decades, aflatoxins giving their
I negative impact on animal health and animal
health economics have drawn great attention, and
the potential risk of their residues pose for public
health (Kaya, 2007). Apart from the significance they
bear for animal nutrition, feed stuffs also constitute

and
Under

inappropriate growth, harvesting, processing and

a favourable medium for the growth

reproduction of microorganisms.
storage conditions, the feed may be contaminated
with microorganisms. The microbial contamination
of feed may result in the spoilage and loss of
nutritional value within a short period of time, and
may also damage the health of animals. As a result
of their metabolism, some fungi produce and
release into the environment they reproduce, toxic
substances referred to as “mycotoxins” (Steyn and
Stander, 1999).

The two compounds of mycotoxins, firstly,
which were observed to give blue fluorescence
under ultraviolet (UV) light were named as AFLB:
(Aflatoxin B1) and AFLB: (Aflatoxin Bz), and the other
two compounds determined to give yellowish green
fluorescence were named as AFLG: and AFLGa.
Later, it was ascertained that a derivative of these
toxins was found in the milk of dairy animals fed
with aflatoxin-contaminated feed. Owing to its
presence in milk, this toxin was named as the “milk
toxin”, in short Aflatoxin M. Research on Aflatoxin
M has shown that this metabolite is a 4-hydroxy
AFLB:1 and AFLB;, thus,
compounds, referred to as AFLM1 and AFLM: have
been isolated (Wood 1991; Van Egmond 1994).

Based on these data, the maximum limit of AFLM1

derivative of two

allowed in milk has been set as either 0.05 or 0.5
ppb in several countries (Arbillaga et al., 2007). In
Turkey, the Communiqué No. 2009/22 Amending
the Communiqué No. 2008/26 on the Maximum
Limits of Contaminants in Food Substances, which
was published in the Official Gazette in 2009 lays
down the maximum limits of aflatoxin allowed in

various food products. Accordingly, the maximum

limit of aflatoxin has been set as 5.0 pg/kg for nuts,
8.0 ug/kg for groundnuts, 2.0 ug/kg for cereals, and
0.050 pg/kg (AFLM1) for milk. The most recent legal
arrangement  regulating  this the
Communiqué No. 2009/22 published in 2009, which
is still in force (Anonymous, 2009).

issue is

It has been reported that, across the globe,

around 4.5 million people are exposed to
uncontrollably increasing chronic aflatoxicosis
(Williams et al.,, 2004). Researches conducted

suggest that the exposure to AFLB: and the
development of primary hepatocellular carcinoma,
which is the seventh most common type of cancer
in the world, are associated with each other or that
the exposure to Aflatoxin Bi1 is the most influential
factor on the development of this type of cancer
(Vidyasagar et al., 1997).

this

determine, for different seasons, the mycotoxins

Therefore, study was conducted to
(total aflatoxin and aflatoxin B1) found in roughage
and concentrate feed stored at dairy farms in
Erzurum province, and the presence of AFLM1 in the
milk of dairy cattle fed on a mixed ration of

concentrate and roughage feed.
MATERIALS and METHODS

Collection of Feed and Milk Samples

This study was conducted in 11 farms. It was
considered an example of each holding. Feed and
milk samples were taken separately an example
from each holding in spring (April), summer (July),
autumn (October) and winter (December) in 2011
years. Samples of roughage, concentrate and mixed
feed ration (roughage + concentrate feed provided
to the animals in feed troughs) were collected into
sterile plastic sample bags (in volumes of
approximately 50 g). Ten-ml milk samples from milk
thanks were placed into sterile sample tubes and
transferred to the laboratory under cold chain
conditions. In order to determine the total aflatoxin
and AFLB: levels, the feed samples were stored in a

deep freezer until analysed.
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Kits Used in the Analysis of the Feed Samples

All samples (milk and feed) were analysed
using the ELISA method. The test kits used in the
analyses were the Aflatoxin Low Matrix Detection
Kit (Helica Biosystem INC; Cat. No: 981AF01LM) for
total aflatoxin, the Aflatoxin B: Detection Elisa Kit
(Helica Biosystem INC; Cat. No: 941BAFL0O1B1) for
AFLB1, and the Aflatoxin M1 Assay Elisa Kit (Helica
Biosystem INC; Cat. No: 961AFLMO01M) for AFLM:.
The protocols described by the manufacturer (Helica
Biosystem INC) were applied to determine the

aflatoxin levels in the samples collected.

Statistical Analysis

The SPSS v19 statistical software (SPSS 2010)

was used for the analytical and descriptive analyses
performed in this study.

RESULTS

The assessment of the impact of seasons on

the level of total aflatoxin in

demonstrated that the lowest level was determined

roughage

in autumn, followed by summer and winter, with
found in spring (P<0.01). The
results obtained showed that the total aflatoxin

the highest level

levels detected in the concentrate and compound
feed in autumn and winter were lower than those
determined in spring and summer (P<0.01). The
mean level of total aflatoxin was 6.692 ppb in
roughage, 6.013 ppb in concentrate feed and 7.835
ppb in compound feed (Table 1).

Table 1. The levels of total aflatoxin and AFLB1 in roughage, concentrate and compound feed with respect to

season (ppb).

Tablo 1. Mevsimlere bagl olarak kaba, konsantre ve karma yemlerde AFLB1 ve total aflatoksin diizeyleri (ppb).

Seasons Spring Summer Autumn Winter SEM P
n 11 11 11 11

RFTA 7.955° 6.825° 5.912¢ 6.076° 0.1930 *x
Con.FTA 6.757° 6.6932 5.197° 5.405° 0.2200 ok
Com.FTA 9.187° 8.811° 6.075° 7.267° 0.2630 ok
RF AFLB: 4.539? 4.429° 1.244° 1.240° 0.0280 *x
Con.F AFLB: 2.904° 2.852? 1.455° 1.487° 0.0930 *x
Com.FAFLB:1 3.8352 3.577° 1.622¢ 2.488° 0.0650 ok
M AFLM; 0.04° 0.02° 0.02° 0.04° 0.00 *x

**:. P<0.01; > b < Differences between the mean values shown with different superscripts in the same column were
statistically significant. RFTA: Roughage Feed Total Aflatoxin; Con.FTA: Concentrate Feed Total Aflatoxin ; Com.FTA:
Compound Feed Total Aflatoxin; RF AFLB1: Roughage Feed AFLB;; Con.F AFLBi: Concentrate Feed AFLB;; Com.F AFLB;:

Compound Feed AFLB;; M AFLM; : Milk AFLM;

The effect of season on the AFLB: levels of all
of the feed types sampled from the holdings was
found significant (P<0.01). The AFLB:

roughage that the levels detected in autumn and

level in

winter were lower than those determined in spring

and summer. Similarly, the AFLB: levels found in the

concentrate feed in autumn and winter were also
lower than those detected in spring and summer.
The compound feed included the lowest AFLB: level
in autumn, followed by winter, spring and summer
(P<0.01). Furthermore, the season on the AFLM:

levels detected in milk samples was determined as
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significant (P<0.01) and the mean AFLM: level in
milk was found to be 0.04 ppb in spring and winter
and 0.02 ppb The

differences between the seasons in terms of AFLM1

in summer and autumn.
levels in milk were detected to be highly significant
(P<0.01) (Table 1).

DISCUSSION and CONCLUSION

In the past 40 years, the understanding of the
significance of mycotoxins has led to multiple
studies having been conducted on the mycotoxin
contamination of plant products, animal feed, milk
and milk products and poultry products (Demirer et
al., 1979; Karakaya and Atasever, 2010).

The assessment of the effect of seasons on the
mycotoxin contamination levels of roughage
revealed that AFLB: levels in roughage were lower in
autumn and winter, compared to summer and
spring. Similarly, AFLB:1 levels in concentrate feed
were also observed to be lower in autumn and
winter, when compared to spring and summer. In
compound feed, AFLB:1 level was the lowest in
autumn, followed by winter, spring and summer
(P<0.01). Given the seasonal pattern of Erzurum
province and the harvest of particularly the feed
crops used as roughage in autumn and the adequate
drying of these crops prior to storage, it is
considered that the season presenting with the
lowest risk of mycotoxin contamination at storage is
autumn. During the winter season, owing to the
storage period after harvest not being very long and
the temperature being low, conditions were not
favourable for fungal growth, thus marked levels of
mycotoxin contamination were not detected in all
the feed types. In Erzurum province, the winter
season begins shortly after harvest and lasts for a
relatively longer period, compared to the other
geographical regions of Turkey. Thus, the coming of
spring in this province is observed at a later period
of the year. In the present study, the assessment of
the the

contamination levels of roughage and concentrate

impact of seasons on mycotoxin

feed demonstrated that AFLB1 levels were lower in

autumn and winter, in comparison to spring and
summer. The level of AFLB:1 in compound feed was
the lowest in autumn, followed by winter, spring
and summer (P<0.01). AFLB1 determined at higher
levels in compound feed during spring and summer,
compared to autumn and winter, was attributed to
higher weather temperatures and humidity rates as
well as to the poor hygiene of feed troughs.

(1979),
aflatoxin analyses in compound feed and feed stuff

Demirer et al. upon performing
samples (n=92) reported that the presence of AFLB:
was detected in only one sample at a level of 30
ppb. Shreeve and Patterson (1977), determined
AFLB1 at a mean level of 0.05 ppm in barley used as
a feed stuff. Shotwell et al. (1969a,b), found 3-19
ppb AFLB1 in 35 out of 1311 maize samples and 7-10
ppb AFLB: in 2 out of 866 soybean samples. In a
study conducted by Karakaya and Atasever (2010),
in Erzurum province, AFLB1 was reported in 3 out of
72 feed samples (4.16%), and it was indicated that
the AFLB: levels found in the remaining samples
were below the maximum residue limit laid down in
the national legislation. In the present study, the
assessment of the AFLB: levels detected in all
roughage, concentrate and compound feed samples
taken from the holdings included in the present
study were below the maximum limit set for AFLB:
in the Turkish Food Codex (5 ppb). The findings
reported by some researchers (Shreeve and
Patterson 1977; Demirer et al., 1979; Karakaya and
Atasever, 2010) for Aflatoxin B levels were similar
to the results obtained from the present study.

The World Health Organization (WHO) and the
United Nations Food and Agriculture Organization
(FAQ) have set the maximum level of AFLB: that
may be allowed in milk as 0.05 ppb (Ruigian et al.,
2004). In Turkey, similarly, the maximum limit of
AFLB1 in milk has been laid down as 0.05 ppb in the
national legislation (Anonymous, 2009).

It was determined that the carry-over rate of

Aflatoxin Bi1 in feed into cows’ milk in the form of

AFLM1
AFLB1

AFLM: was 1.219+0.04139% [( ) +100].
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In a two-year study conducted in Russia by
Tutelyan et al. (1989) for the investigation of the
presence of AFLMi in milk and milk products
(n=250), it was ascertained that the levels of this
mycotoxin did not exceed 0.05 ug/L in any of the
samples. In another study carried out in Germany,
of the pasteurized milk samples collected from the
market and analysed for AFLM:1 (n=473) only 19
presented with a contamination level exceeding
0.05 pg/L (Heeschen et al.,, 1990). In a study
conducted in the USA, AFLM1 was
of the 182 milk and milk product samples analysed

detected in any

for the presence of AFLM1 (Anonymous, 1992). In
Turkey, several studies have been performed to
investigate AFLM1 levels in milk (Demirer et al.,
1979; Dagoglu et al., 1995; Sarimehmetoglu et al.,
2000; Bakirci, 2001; Ozkaya et al., 2002; Mavus,
2003; Akdemir and Altintas, 2004; Gurbay et al.,
2005; Karakaya and Atasever, 2010). Demirer et al.
(1979) reported that no detectable levels of AFLM1
were encountered in any of the 150 raw milk
samples analysed. In another study, in which 90 milk
samples were taken from the Faculty of Agriculture
79

determined to contain AFLM1 and in 35 of these

of Yaziinci Yil University, samples were
samples the mycotoxin level was found to be above
the maximum limit (0.05 ppb) (Bakirci, 2001). In an
investigation performed on 360 raw milk samples
taken from various provinces of Turkey, 159 of the
samples (44.3%) contained AFLM: at a maximum
level of 1.4 pg/L and 48 of these (13.3%) were
contaminated with the levels exceeding the
maximum limit allowed in Turkey (Ozkaya et al.,
2002). Out of 85 pasteurized milk samples, 75
(88.23%) were determined to contain AFL and in 48
of these samples (64%) the aflatoxin levels were
above the maximum limit set in Turkey (50 ng/kg™)
(Sarimehmetoglu et al., 2000). In an investigation
conducted in 2003 in Kayseri province, out of 90
milk samples analysed, 15 were detected to be
contaminated with AFLM;: the
maximum limit set in the Turkish Food Codex

(50ppb) 2003).

levels above

(Mavus, In another research

conducted in Ankara province, 48 raw milk samples
were analysed for AFLM1 and 70.83% of the samples
were determined to contain AFLM3, 33.3% of which
were contaminated with the levels exceeding the
in Turkey (0.05 ppb)
(Akdemir and Altintas, 2004). In an investigation

maximum limit allowed
carried out in the same region, only 1 sample was
detected to contain an AFLM: level above the
maximum limit laid down in the Turkish Food Codex
(Gurbay et al., 2005). Another study reported that
none of the 72 milk samples analysed contained
AFLM: levels exceeding the legal maximum limit
(Karakaya and Atasever, 2010). The results obtained
herein demonstrated the presence of AFLM; in all
the milk samples analysed, but within the legally
allowed limits. The general mean value of AFLM:
was calculated as 0.003 ppb. The results of the
present study differed from the findings reported by
(Dagoglu 1995;
Sarimehmetoglu et al., 2000; Bakirci 2001; Ozkaya
et al.,, 2002; Mavus, 2003; Akdemir and Altintas,
2004)
reported by others (Demirer et al., 1979; Tutelyan et
al., 1989; Heeschen et al.,, 1990; Gurbay et al.,
2005). Furthermore, the results of the present study

some researchers et al,

and displayed similarity to the results

were observed to be in parallel with another study
conducted by Karakaya and Atasever (2010) in the
same region. Multiple studies have demonstrated
Aflatoxin M1 levels in milk to vary with season (Van
Egmond, 1989; Wood, 1991; Bakirci, 2001; Ozkaya
et al., 2002; Akdemir and Altintas, 2004; Kamkar,
2005). Due to the concentrate feed either being
added at lower levels or not being incorporated into
the feed ration of dairy animals in summer (Wood,
1991; Sarimehmetoglu et al., 2003) and in view of
dairy cattle consuming greater amounts of
compound feed in winter and spring compared to
summer and autumn, it has been reported that
higher levels of AFLM: are indicated in milk during
the cold seasons, compared to the warm seasons.
The

mycotoxin contamination revealed that the highest

comparative assessment of seasons for

level of contamination was observed in spring with

153



Aflatoxin Levels in Roughage...

Polat and Giil

differences between the other seasons as well
(Ozkaya et al., 2002). In a study conducted in Iran,
111 raw milk samples were analysed for aflatoxin,
and it was determined that in 85 of these samples
AFLM; levels ranged between 0.015-0.28 ug/l. The
lowest aflatoxin level was determined in August and
the highest level was measured in December. Levels
of AFLM: were found to be higher in January,
February, April and December compared to the
remaining months of the year (Kamkar, 2005). The
results obtained for AFLM: levels in the present
study were in parallel with those previously
reported by other researchers (Wood, 1991; Bakirci,
2001; Ozkaya et al., 2002; Akdemir and Altintas,
2004; Kamkar, 2005). The existence of a positive and
of AFLB:1

ingested by cattle in feed and the level of AFLM1in

linear correlation between the level
milk has been confirmed by several researchers. The
same researchers have pointed out that this
correlation may vary with individual cattle, milking
time and interval. Research on the carry-over of
mycotoxins found in contaminated feed into milk
has demonstrated that the level of carry-over of
mycotoxins from feed into milk varies (Van egmond,
1989; Wood, 1991; Van Egmond, 1994; Gremmels,
2008). Hui (1992) reported that, in case of the
presence of AFLB: at a level of 20 g/kg in feed, the
carry-over of AFLM1 into milk occurred at a level of
0.06 g/kg AFLMi. Rodricks and Stoloff (1977)
indicated that the concentration of AFLB:1 in feed is
34-1600 times greater than the concentration of
AFLM1 in milk. In various researches, this rate has
been reported to be 0.8-2.2% (Patterson et al.,
1980; Sarimehmetoglu and Kiipluli, 2004). In the
present study, the level of the carry-over of AFLB: in
compound feed into cows’ milk in the form of
AFLM:1 was determined as 1.219+0.4139%. This
result is in parallel with the values previously
reported by other researchers (Patterson et al.,
1980; Sarimehmetoglu and Kiiplalt, 2004).

In conclusion, the assessment of the total
aflatoxin and AFLB1 levels indicated in feed and the
AFLM: levels detected in milk demonstrated that

the AFLB1 levels in both roughage and concentrate
the These
favourable results were attributed to the right

feed were within normal limits.
harvesting season having been selected, the feed
having been well dried and the storage conditions
(temperature, humidity, feed trough hygiene, etc.)
being proper. Attention should be paid to avoiding
the feeding of animals with spoilt, moulded and
contaminated feed. Furthermore, such material
should not be used as bedding. It may not always be
possible to determine the level of mould growth
macroscopically. Therefore, it is suggested that
particularly during the winter and spring months,
the large-scale animal holdings operating in the
feed

mycotoxins of major concern. The conduct of

region should have their analysed for
further detailed studies on the prevention of the
contamination of feed with mycotoxins by taking
measures at the stages of the growth, harvesting
and storage of feed crops would contribute greatly
to the protection of both human and animal health.
It is considered that the routine analysis of milk and
milk products for AFLM1 is of utmost significance as
these products have an important place in the

nutrition of humans.
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Abstract: The aim of this study was to examine the histometrical and histological structures of goose (Anser anser) spleen.
Six healthy female geese were used as material. Tissue samples taken from the spleen were processed routinely, and were
then stained with H&E, Crossman’s Triple stain and Toluidine blue stain. The spleen surrounded by capsules composed of
connective tissue and parts of the capsules were observed increasingly thinning into the spleen as trabeculae. The red pulp
area was distinguishable from the white pulp inside the organ; further, the lymph follicles appeared clearly within the white
pulp. Histometric measurements revealed that the thickness of the capsules surrounding the organ ranged from 18 to 28
um. The average thickness of the capsules was measured as 22 um. The average number of lymph follicles was found to be
2.4 in 1.07 mm?2. The average width and length of the lymph follicles were measured as 113 um and 144 um, respectively.
The average diameter of the mast cells was found to be 6 um. The average number of mast cells was found to be 1.4 in 1.07
mm?Z. Although the histological structures of the geese spleens seemed very similar to those of other animals in several
respects, but some specific properties of geese spleens being more similar to that of mammalians were also observed.

Key words: Goose, Histometry, Lymph follicle, Mast cell, Spleen.

Kaz (Anser anser) Dalak Dokusunda Histolojik ve Histometrik inceleme

Ozet: Bu calismada Kars'ta yetistirilen kazlarin (Anser anser) dalaginin histolojik ve histometrik olarak incelenmesi
amaglandi. Materyal olarak 10-12 aylk 6 adet disi kaz kullanildi. Dalaktan alinan 6rnekler rutin doku takibinden gegirilerek
Crossman’in Ggli boyamasi, Hematoksilen Eosin boyama ve Toluidin mavisi ile boyandi. Kaz dalaginin etrafinin bagdokudan
olugmus bir kapsil ile gevrelendigi, trabekillerin organin icine dogru giderek inceldigi gézlendi. Dalak dokusunda beyaz ve
kirmizi pulpa alanlari birbirinden ayirt edilirken, beyaz pulpada lenf foliklllerinin belirgin oldugu goérildi. Yapilan
histometrik 6lglimlerde, kaz dalagini cevreleyen kapsil kalinligi ortalamasi 22 um olarak 6lgiildi. Lenf folikulu sayisi 1.07
mm? de ortalama 2.4 olarak belirlendi. Mast hiicresinin ortalama ¢api 6 um olarak 6lgildi. Mast hicre sayisi 1.07 mm? de
ortalama 1.4 olarak belirlendi. Kaz dalaginin histolojik yapisi bircok yonden diger kanathlarla benzerlik gostermesine karsin

trabekdllerin daha belirgin olmasi nedeniyle memeli dalagina daha benzer yapida oldugu goruld.

Anahtar kelimeler: Dalak, Histometri, Kaz, Lenf folikull, Mastosit.

2 Seyit Ali BINGOL
Kafkas University, Kars School of Health Sciences, Kars, TURKEY.
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INTRODUCTION

T

produces lymphocytes, stores and filters the blood.

he spleen is the biggest of the lymphoid organs.
Fibrous capsule surrounds the spleen that

The capsule extends into the organ as trabeculae.
Trabecular arteries and veins are located within the
trabeculae. The parenchyma of the spleen called as
“pulp”. The pulp consists of white and red pulp
(Kroese et al., 1987; Asti et al., 1997; Alabay, 2008).
Red pulp is an important part of the parenchyma of
organ. Furthermore, red pulp is located within the
network of white pulp and amongst the trabeculaes.
The central artery was located mainly eccentrically
in the lymph follicle within the white pulp areas
(Ross and Pawlina, 2011). Lymphocytes are located
in the periarteriolar lymphatic sheath (PALS) and the
lymph follicles of the white pulp (Kroese et al., 1987;
Asti et al., 1997; Ross and Pawlina, 2011). The
spleen contains mast cells. Within the cytoplasm of
mast cells, there are granules of histamine and
heparin (Straus et al., 1982; Jamur et al.,, 2005).
Except the histamine and heparin, mast cells release
essential substances such as eosinophil chemotactic
factor of anaphylaxis, which is the primary mediator
of type | anaphylactic hypersensitivity, prostaglandin
and slow reacting substance of anaphylaxis
(Caughey, 2011). When these cells uptake the basic
stains, they may be seen with different coloration as
purple-red (metachromatic) (Jamur et al.,, 2005;
2010). The

spleen has an important defensive structure against

Thangapandiyan and Balachandran,

the microorganisms because it contains a large
number of phagocytic cells and is located close to
the circulatory system (Alabay, 2008). In contrast to
the spleen of other fowls, which is round or oval,
the spleen of waterfowls is triangular (Causey
Whittow, 2000)

Therefore, the aim of this study was to
determine the characteristic properties of spleen of
goose, as a species of waterfowl, histometrically and

histologically.

MATERIALS and METHODS

This
Experimental Ethics Committee of Kafkas University,
Faculty of Veterinary Medicine (2010/10).

In this study, six healthy female geese (Anser

study has been approved by the

anser), aged 10-12 months, were used. Spleen

samples were fixed in Bouin’s solution for
histological and histometrical examinations. The
samples were embedded in paraffin. Then, the
sections (5 um thickness) were cut from the paraffin
blocks and placed on the slides. Serial sections were
(H&E),

Crossman’s triple stain (Triple stain) and Toluidine

stained with Hematoxylin and Eosin

blue (Luna, 1968). The slides were examined
histologically by light microscopy (Olympus BX-51),
and histometrically by an ocular micrometer with
100 squares, which is called as ‘area’, in the light
microscopy. For measuring the length and width of
lymph follicles, slides were selected randomly from
each subject, and 100 follicles per subject were
evaluated in certain areas as determined randomly
from each slide selected. The follicles were counted
in 100 areas, as selected per subject randomly. The
mast cells were counted in 10 areas of each subject
on a slide.

Statistical Analysis: The averages, standard
deviation, maximum and minimum values of the
histometric data were calculated using the SPSS

16.0 program.

RESULTS

In the histological examination, it was
observed that the goose spleen was surrounded by
capsule composed of connective tissue, similar to
those of other species. It was further observed that
the trabeculae formed by this capsule became
increasingly thinner towards the inside of spleen
(Figure 1). In the trabeculae, trabecular arteries and
veins were seen side by side (Figure 2). When the
areas of white and red pulp in the tissue of the

spleen were distinguished from each other, the
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Figure 1. Histological appearance of goose spleen.
White pulp (wp), red pulp (rp), capsule (arrowheads)
and trabeculae (arrows). Triple stain (Bar=200 um).
Sekil 1. Kaz dalaginin histolojik gérinimi. Beyaz
pulpa (wp), kirmizi pulpa (rp), kapsul (okbaslari) ve
trabekdl (oklar). Triple boyama (Bar=200 um).

Figure 2. Trabecular artery (arrowhead) and vein

(arrow) are located within the trabeculae. Triple
stain (Bar=100 um).

Sekil 2. Trabekdil icinde arteriya (okbasi) ve vena (ok)
trabekdlaris. Triple boyama (Bar=100 um).

lymph follicles were observed clearly in the white
pulp (Figure 1). The central artery in the lymph
follicles was generally observed to be located
eccentrically in the white pulp areas (Figure 3). Mast
cells were observed in the white pulp more than in
the red pulp and were never observed in the lymph
follicles (Figure 4). Histometric measurements
revealed that the capsule surrounding the spleen
had a thickness ranging from 18.1 to 28.4 um.
Moreover, the average thickness of the capsule was

measured as 22.47 um.

Figure 3. Central artery (arrowhead) and lymph
follicle (L) in goose spleen. H&E (Bar=50 um).

Sekil 3. Kaz dalaginda arteria sentralis (okbasi) ve
lenf folikdlu (L). H&E (Bar=50 um).

Figure 4. Mast cell (arrowheads) and lymph follicle

(L) in goose spleen. Toluidine blue (Bar=20 um).
Sekil 4. Kaz dalaginda mast hiicresi (okbaslar) ve
lenf folikdl (L). Toluidine blue (Bar=20 pum).

The average number of lymph follicles was
found to be 2.36 in 1.07 mm?2. The width of the
lymph follicles varied between 20.6 and 248.6 um
(with an average of 113 um), while the length of
lymph follicles varied between 25.8 and 310.8 um
(with an average of 144.3 pum). The ratio of lymph
follicles” width to length (W/L) was determined as
0.79. The diameters of mast cells varied between
5.2 and 7.2 um (with an average of 5.97 um). On
average, 1.35 mast cells were counted in 1.07 mm?
(Table 1).
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Table 1: Results of histometric measurement in
geese spleen.
Tablo 1: Kaz dalaginda histometrik 6lgim sonuglari.

N Min. Max. MeanSD

Thickness of 6 18.06 28.38 22.47+2.60

capsule (um)

Number of follicles
(1.07 mm?)

6 1.00 8.00 2.36+1.34

Width of follicles
(um)

6 20.64 248.64 113.00+44.48

Length of follicles
(um)

6 25.80 310.80 144.33156.67

Ratio of
width/length of 6
follicles (%)

0.48 1.00 0.79+0.10

Diameter of mast

6 517 7.24 5.97+0.66

cells (um)

Number of mast

cells (1.07 mm?)

SD: Standard Deviation.

6 0 6 1.35+1.31

DISCUSSION and CONCLUSION

Kozlu et al. (2011) reported that the capsule
surrounding the spleen did not form trabeculae
entering into the organ of ostriches or kestrels but it
did so in ospreys. Bradley (1915) reported in fowls
that the trabeculae entering into the spleen were
composed of fibrous tissue. Tischendorf (1985)
reported that while trabeculae were not seen in
many species of poultry, they were found a small
extent in geese. Fitzgerald (1969) reported that the
spleen in quail had clear trabeculae. Liman and
Bayram (2011) reported that the trabecular artery,
trabecular vein and central artery were quite
obvious in quails. In this study, trabeculae were
observed quite clearly. It was concluded that the
histologic structure of the goose spleen resembles
that of mammals more closely than that of poultry.
In some of previous studies (Thorbecke et al., 1957;
Payne, 1971; Hodges, 1974; Jeurissen et al., 1988), it

has been stated that the boundary between the
white and red pulps was not distinguishable in
poultry. On the other hand, the boundary between
the white and red areas was distinguishable in some
others (Starck and Riclefs, 1998; Causey Whittow,
2000). In this study, the boundary between the
white and red pulps was distinguishable in geese.
Tishendorf (1985) reported that the thickness of
capsule surrounding the spleen of duck (Anas
platyrhynchos domestica) ranged from 23 to 40 um.
Biljana et al. (2008) reported that the average width
of lymph follicles was 76 um. However, in this study,
it was found that the thickness of capsule was
slightly thinner, and the average width of lymph
follicles was longer. Karaca et al. (2006) reported
that the mast cells were encountered within the
lymph follicles. Balcan et al. (2009) reported that
these cells were seen mainly in red pulp and that
the of mast cells

number increased during

development. In our study, the cells were
encountered within the lymph follicles and they
were mainly found in the white pulp apart from the
lymph follicles of the spleen. It has been reported
that the diameter of mast cells was 30 pum in
humans and ranged from 3.5 to 22 um in rodents
(Galli et al., 1984). Uslu and Yoruk (2013) reported
that the number of mast cells in the lower
respiratory tract and in the lung of goose (average
20 in mm?) was lower than that of duck (average 30
in mm?2). Herein, the average diameter of these cells
was 5.97 um and the average number of mast cells
was 1.35 in 1.07 mm? in the spleen. We could not
find any data in the literature about the diameter of
mast cells of poultry so no comparison could be
made among poultry species.

the

structure of goose spleen was very similar to that of

In  conclusion, although histological
other animals in several respects, some specific
properties of goose spleen (related with the
histological structure, histometric values and the
distribution of mast cells) were also observed in the

present study. Hence, it was considered that the
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data presented herein might make a useful

contribution to the literature.
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Ozet: Bu calismada, bugday samani, yonca samani ve fig karistirilarak kuru madde (KM) diizeyleri %20, %25 ve %30’a
¢ikarilan seker pancari posasi silajlarinin bazi silaj kalite kriterleri ve rumende KM yikilabilirlikleri incelendi. Bu amacgla,
karisimlar %2 melas icerecek sekilde 1 kg’lik cam kavanozlarda iki ay siire ile silolandi. inkubasyon sonrasinda silajlarda
fiziksel ve kimyasal analizler yapildi. Seker pancari posasi silajlarinin kalite siniflari “iyi-pekiyi” olarak degerlendirildi.
Silajlarin pH, laktik asit, asetik asit ve butirik asit degerleri sirasiyla 3.94-4.48 araliginda, % 2.22-5.39, % 0.94-4.97 ve % 0.35-
1.24 olarak tespit edilmistir.Silaj 6rneklerinin 4, 8, 16, 24, 48 ve 72 saatlik rumen KM yikilabilirlikleri naylon kese yontemi ile
tespit edildi. %20-30 kuru madde igeren tim silaj 6rneklerinde, 72. saat rumen KM yikilimlari %93.81-98.63 araliginda
belirlendi.

Anahtar kelimeler: Rumen kuru madde yikilabilirligi, Silaj kalitesi, Seker pancari posasi silaji.

Determination of Silage Quality and Ruminal Dry Matter Degradability of
Sugar Beet Pulp Silages Ensilaged on The Basis of Different Dry Matter Levels

Abstract:In the present study, some silage quality parameters and rumen dry matter (DM) degradabilities of sugar beet
pulp silages with increased DM levels to 20, 25, and 30% by mixing with wheat straw, alfalfa hay and vetch were
investigated. For this purpose, the silage mixtures containing 2% molasses were kept in 1 kg of glass jars for two months.
Physical and chemical analyses were performed in silage samples following the incubation. The quality classes of sugar beet
pulp silage were considered as "good-perfect ". The pH, lactic acid, acetic acid and butyric acid values of silages were
determined as being in the range of 3.94-4.48, 2.2-5.39 %, 0.94-4.97 %, and 0.35-1.24 %, respectively.DM degradabilities of
silage samples at the 4, 8, 16, 24, 48 and 72 h in rumen were determined by using nylon bag technique. In all the silage
samples having 20-30 % dry matter, the rumen DM degradabilities at the 72t h were determined as being in the range of
93.81-98.63 %.

Key words: Ruminal dry matter degradability, Silage quality, Sugar beet pulp silage.
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GiRiS

T

yerlerde taze olarak hayvanlara yedirilmektedir.

Urkiye’de dretilen seker pancari posasinin ¢ok

buyuk bir bolimu seker fabrikalarina yakin

Ancak seker pancari posasinin Uretim sliresinin
kisaligl, ucuz ve enerji yoninden zengin bu yem
maddesinden  yararlanma  siresini  oldukga
kisaltmaktadir. Ayrica seker pancari posasinin higbir
isleme tabi tutulmaksizin yigin halinde depolanmasi
da istenmeyen fermantasyon olaylari sonucu bu
yem maddesinin icerdigi besin maddelerinin bir
kisminin (%40-60) kaybina neden olmaktadir (Kilg,
1986).

kayiplarin 6nlenmesi, seker pancari posasindan daha

Depolama sirasinda meydana gelen bu

uzun sire vyararlaniimasi kalitesinin
bu
silolanmasina yonelik bircok ¢alisma yapilmistir
(Sahin ve ark., 1999; Deniz ve ark., 2001; Levendoglu
ve Karsli 2010).

Ruminantlar icin yuksek enerjili (2.73 Mcal/kg

ve silaj

artirlmasi amaciyla yem  maddesinin

KM) bir yem maddesi olan yas seker pancari

posasinin icerdigi seliilozun sindirilme derecesi
ylksek olup cok disiik diizeyde lignin icermektedir
(INRA, 1988; Des Wisser ve Hindle 1990; Leterme ve
ark., 1992).Yas halde %12-15 dlizeyinde kuru madde
iceren seker pancari posasin kuru maddesinde %20
oraninda ham seliiloz (Haaksma, 1982) ve %8-10
ham protein bulunur (Coskun ve ark., 1998). Ham
proteinin yikilabilirligi oldukca dustktiur (Haaksma,
1982). Posanin bu eksikligini gidermek amaciyla
proteince zengin yemlerle desteklenmesi gerekir
(Close ve Menke 1986).

Yas seker pancari posasi kuru maddede %5-10
kolay fermente olabilen seker igerir (Haaksma,
1982). Seker

kapasitesinin dustk olmasi (Arnould ve ark., 1982)

pancari  posasinin  tamponlama

sayesinde silolamada ugucu yag asitleri ve laktik asit
olusumu yeterince gerceklesmekte ve ortam pH’si
kisa slrede duserek bitirik asit fermantasyonun
olusumu ve proteinlerin parcalanmasi
onlenmektedir (Leterme ve ark., 1992).

Seker pancari posasisinin fiziksel yapisinin zayif
olmasi acarak,

silaj kalitesinin dlsmesine yol

ile ilgili
problemlere neden olmaktadir. Bu olumsuzluklari
kaldirmak kaba
maddelerinin katilmasi 6nerilmektedir (Leterme ve
ark., 1992).

Seker pancarindan seker Gretimi sirasinda elde

yedirildigi  hayvanlarda ruminasyon

ortadan icin  posaya yem

edilen melas ve posa gibi yan Urunler yillardir
hayvanlarin beslenmesinde kullanilmaktadir. Bunlar
belirli bir oranda kanstinlip kurutuldugu zaman
melasin laksatif etkisi posanin peklik yapici yondeki
etkisi ile artis gostermekte ve hayvanlar tarafindan
istekle yenen, saklanmasi kolay bir yem maddesi
haline gelmektedir.

Yiksek miktarda seker igerigi nedeniyle enerji
yoninden zengin ucuz bir kaba yem kaynagi olan
seker pancari posasinin silaj yapilmak suretiyle basta
sit inekleri olmak Uzere ruminantlarda basariyla
kullanilmakta yem ve {retim maliyetlerinin
disurtilmesi mamkin olmaktadir (Deniz ve ark.,
2002; Oztiirk ve ark., 2011).

Bu c¢alismanin amaci ruminantlar igin
enerjice zengin ve ucuz bir yem maddesi olan seker
pancari posasinin degisik katkilarla, farkli kuru
madde dizeylerinde silajlarinin yapilmasi ve rumen
yikilabilirliklerinin tepsi edilmesi ile kaliteli seker
pancari elde etme imkanlarini

posasi silaji

arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada kullanilan yas seker pancari posasi
(YSPP)

bugday samani, yonca samani ve fig kuru otu ise

ile melas Erzurum Seker Fabrikasindan;

yine Erzurum piyasasindan temin edildi. Hayvan
materyali olarak 2 yash 4 bas Morkaraman kog¢
kullanildi. Silajlarin rumen kuru madde ve ham
protein yikilabilirliklerinin belirlenmesinde ise 7x12
ebadinda 40 mikron gozenek 6lgili naylon keseler
kullanildi.

Bu c¢alismada Yerel

Etik Kurulu ilkelerine

uyulmustur. Arastirmada, kombinasyonlari Tablo
1’de verilen, kuru madde dizeyleri sirasiyla %20,

%25, %30 olacak sekilde 4 tekerriirden olusturulan
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%2 melas ilaveli kansimlar 1’er kg'hk cam
kavanozlara iyice sikistirilarak silolandi. Kavanozlarin
agizlari hava almayacak sekilde kapatildi. Silajlar iki
iki

fermantasyon sonunda kavanozlar agilarak, elde

ay sure ile fermantasyona birakild. aylik
edilen yas seker pancari posasi silajlarinin (YSPPS)
yem niteligini ve silaj yem kalite siniflarini belirlemek
amaciyla fiziksel gozlemler ve kimyasal analizler

yapildi.

Fiziksel Gozlemler

iki ayin sonunda kavanozlar acilarak alinan
orneklerin fiziksel muayeneleri yapilmis siibjektif
(14),

silaj

degerlendirmelere goére puantajlari; renk
(4) koku (2)

degerlendirme anahtari (DLG) yardimiyla yapilmistir

striktlr ve Uzerinden
(Alcigek ve Ozkan, 1997). Daha sonra laboratuvarda
elde edilen kuru madde ve pH degerleri kullanilarak
asagidaki formil yardimiyla Fleig puanlar tespit
edilmistir (Kilig, 1986).

Fleig Puani = [220 +( 2 x silaj kuru maddesi (%)—
15)] - 40 x silajin pH degeri

Analitik islemler

Silaj orneklerinin pH degerleridijital pH metre
ile olgulda. (KM) duzeyi A.0.A.C
(1990)’a gore 48 saat 60 °C sicakhktaki kurutma firini
ile, ham protein (HP) analizleri Akyildiz (1984)’in
bildirdigi Kjeldahl yéntemi ile Asit Deterjan Lif (ADF)
ve Notral Deterjan Lif (NDF) analizleri ise Van Soest
ve ark., (1991)'na gére ANKOM Fiber Analyzer cihazi
ile yapildi. Silajlarda ugucu yag asitleri Leventini ve
(1990)'nin  bildirdikleri

kromotografide, laktik asit dizeyleri ise Petit ve

Kuru madde

ark., yonteme gobre gaz

Flipot (1992)'un bildirdigi yonteme gore Sigma

kitleriyle spektrofotometrede belirlendi.

Rumen Kuru Madde Yikilabilirliginin Tespiti

Silaj  orneklerinin  rumen kuru madde
yikilabilirliklerinin ~ tespitinde, rumen kandlleri,
Atasoy ve Tas (2003)'in bildirdigi sekilde
yerlestirilmis toklular kullanildi.  Erkek toklular

deneme siresince kuru madde ihtiyaglari diizeyinde

(NRC, 1985) kurutulmus yonca ile beslendi. Ayrica
hayvanlarin o6nilinde sirekli temiz ve taze su

bulunduruldu.

Tablo 1. Seker Posasi
kombinasyonlari, %.

Table 1. Combinations of sugar beet pulp silages, %.

Pancari Silajlarinin

1- Kontrol YSPP + %2 Melas

2- %20 KM YSPP + Bugday Samani + %2
Melas

3- %25 KM YSPP+Bugday Samani + %2 Melas

4- %30 KM YSPP+Bugday Samani + %2 Melas

5- %20 KM  YSPP + Yonca Samani + %2 Melas

6- %25 KM  YSPP + Yonca Samani + %2 Melas

7- %30 KM  YSPP+Yonca Samani + %2 Melas

8- %20 KM  YSPP+Fig Kirmasi + %2 Melas

9- %25 KM  YSPP+Fig Kirmasi + %2 Melas

10- %30 KM  YSPP + Fig Kirmasi + %2 Melas

Naylon kese tekniginin uygulanmasi

Naylon kese denemesi, Orskow ve ark.
(1980)'nin bildirdigi sekilde gergeklestirilmistir. Bu
amagla, naylon keseler her kullanim periyodunu
takiben mini ¢amasir makinesinde yikanip kurutma
dolabinda 80° C'de 24 saat sireyle kurutuldu.
Desikatorde sogutulduktan sonra daralari alinan
keselere yaklastk 6 g ornek tartilarak agizlar
baglandi. Denemede kullanilan bitin 6érnekler, her
kavanoz igin ayri ayri olmak lizere, 4 tokluda 4, 8, 16,
24, 48 ve 72 saatlik siirelerde inkubasyonlaraalindi.
islemler her bir hayvanda 2'ser tekrar halinde
uygulandi. inkubasyon  siirelerinin  sonunda
rumenden alinan keseler, énce Uzerlerindeki kaba
bulasiklarin uzaklastirilmasi icin cesme suyu altinda
yikandiktan sonra, yukarida agiklanan yikama ve
tutuldu. Desikatorde

kurutma islemlerine tabi
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sogutulan keseler tartilarak agirhklari belirlendi.
Daha sonra her 6rnegin 4, 8, 16, 24, 48 ve 72 saatlik
surelerindeki KM yikilim

inkubasyon rumen

diizeyleri hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel
analizinde tek yonli varyans analizi, gruplar arasi

farkhliklarin  belirlenmesinde ise Duncan testi

kullanildi (DUzglines ve ark., 1983).

Tablo 2. Yem maddelerinin ham besin madde igerikleri, %.

Table 2. Nutrient contents of feed materials, %.

BULGULAR

Arastirmada kullanilan yem maddelerinin ham
besin madde igerikleri Tablo 2’de,silajlarinin besin
Tablo 3'te,
gore

silajlarinin  fiziksel
kalite

madde igerikleri

ozelliklerine puanlanmasi  ve
siniflandirmasi Tablo 4’te, silajlarininFleig puanina
gore kalite siniflari Tablo 5’te,silajlarinin organik asit
miktarlari Tablo 6’da ve silajlarinin rumen kuru

madde yikilabilirlikleri ise Tablo 7’de sunulmustur.

Yem Maddeleri KM oM HP HY HS HK
YSPP 14.89 14.48 1.79 0,36 2.74 0.41
Bugday samani 91.51 84.71 3.77 3.04 38.50 6.80
Yonca kuru otu 93.21 85.00 12.87 2.68 32.07 8.21
Fig kirmasi 92,37 88.46 27.91 1.17 6.04 5.91
Melas 78.17 68.83 10.91 - - 9.34
Tablo 3. Yas seker pancari posasi silajlarinin ham besin madde igerikleri, %.
Table 3. Nutrients contents of sugar beet pulp silages, %.
Gruplar KM KM HP® HK NDF ADF oM
Kontrol 15.40 97.30 1.79 5.37 47.06 23.58 91.93
20 19.67 96.51 1.97 6.36 34.55 28.03 90.14
Bugday samani 25 23.57 96.30 2.07 6.60 35.62 29.51 89.70
30 27.11 97.19 2.38 7.16 40.13 32.33 90.03
20 18.62 97.38 3.17 7.39 54.85 39.22 89.99
Yonca Kuru Otu 25 23.13 97.41 3.59 8.32 62.82 44.57 89.09
30 29.49 97.71 4.47 8.67 65.48 48.25 89.04
20 19.77 96.91 3.38 6.06 41.21 23.63 90.85
Fig kirmasi 25 23.97 97.26 5.14 6.13 40.18 22.74 91.12
30 29.47 96.72 7.06 6.26 37.90 19.46 90.46

*: Ham protein analizleri yas numunelerde diger analizler havada kuru numunelerde yapilmistir.
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Tablo 4. Fiziksel 6zelliklerine gore silajlarin puanlamasi ve kalite siniflari.
Table 4. Ratings and quality classes of silages based on physical properties.

Gruplar Koku Puan Struktar Puan Renk Puan Toplam I;?::
-14 -4 -2 P
(0-14) (0-4) (0-2) uan (0-20)
Az miktarda tereyagi asidi, . . . .
Kontrol kuvvetli eksi koku ve hafif 10 Posanin yapisi biraz 2 S|Iola|r1d‘|g| andaki 2 14 lyi
bozulmus rengini koruyor
kizisma
20 Hafif ek§|m§| meyvemsi 12 Posanin yapisi ¢ok az 3 S|Iola|r1d‘|g| andaki 5 17 iyi
aromatik koku bozulmus rengini koruyor
Bugday 25 Hafif ek§|m§| meyvemsi 13 Posanin yapisi 4 S|Iola|r1d‘|g| andaki 5 19 Pekiyi
samani aromatik koku bozulmamis rengini koruyor
30 Kuvvetli eksi koku, 11 Posanin yapis| 4 S|Iolar.1d'|g| andaki 2 17 lyi
bozulmamis rengini koruyor
20 Az mlktarda'tere.yagl asidi, 10 Posanin yapisi 4 S|Iolar.1d'|g| andaki 5 16 iyi
kuvvetli eksi koku bozulmamis rengini koruyor
Kuvvetli eksi Az miktarda . . .
Yonca 25 tereyag asidi, kuvvetli eksi 9 Posantl)r;;/jlpr):l: cok az 3 S;:)r:a?rili;arzdsrl 2 14 lyi
Kuru Otu koku ve hafif kizisma ? & 4
30 Az mlktarda'tere.yagl asidi, 10 Posanin yapisi 4 S|Iolar.1d'|g| andaki 5 16 iyi
kuvvetli eksi koku bozulmamis rengini koruyor
20 Az mlktarda'tere?yagl asidi, 10 Posanin yapisi 4 Sllolar.1d'|g| andaki 5 16 iyi
kuvvetli eksi koku bozulmamis rengini koruyor
N 55 Az mlktarda'tere?yagl asidi, 10 Posanin yapisi 4 S|Iolar.1d'|g| andaki 5 16 iyi
Fig kuvvetli eksi koku bozulmamis rengini koruyor
kirmasi Az miktarda tereyagi asidi, . . .
30 kuvvetli eksi koku ve orta 7 Posanin yapis| Silolandigi andaki 13 Orta

diizeyde kizisma

bozulmamis

rengini koruyor
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Tablo 5. Silajlarin Fleig Puanina gore kalite siniflari.

Table 5. Quality classes of silages based on Flieg Score.

Gruplar KM pH Fleig puani Kalite Sinifi
Kontrol 15.40 3.94¢ 78.27 iyi
20 19.67 4.01% 82.10 Pekiyi
Bugday samani 25 23.57 4,22 83.13 Pekiyi
30 27.11 4.36°%° 84.87 Pekiyi
20 18.62 4.09¢% 78.27 iyi
Yonca Kuru Otu 25 23.13 4.12% 86.53 Pekiyi
30 29.49 4.43% 86.79 Pekiyi
20 19.77 4,074 81.98 Pekiyi
Fig kirmasi 25 23.97 4,23bcd 83.64 Pekiyi
30 29.47 4.48° 84.91 Pekiyi
SEM 0.07 2.94
P 0.001 0.440
>eAyni stitunda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkhlik 6nemlidir (P<0.01).
Tablo 6. Silajlarinin organik asit miktarlari (% KM).
Table 6.0rganic acid levels of silages (DM %).
Gruplar Laktik Asit Asetik Asit Propiyonik Asit Bitirik asit
Kontrol 4.01° 1.68¢ 0.55¢ ND
20 3.11¢ 3.32¢ 0.73° ND
Bugday Samani 25 3.29¢ 1.22¢ 0.38¢f ND
30 4.22° 1.81¢ 0.52¢%d ND
20 2.22¢ 0.94¢ 0.43d%f ND
Yonca kuru otu 25 4.12¢ 4.36° 0.36' ND
30 7.23? 4.97° 1.24? ND
20 4.04¢ 1.93¢ 0.56% ND
Fig kirmasi 25 3.66¢ 4.245 0.65"¢ ND
30 5.39° 4.21° 0.35 ND
SEM 0,11 0,10 0,05 -
P 0,001 0,001 0,001 -
= Ayni siitunda farkli harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir (P<0.05). ND: Tespit edilemedi.
Tablo 7. Silajlarinin rumen kuru madde yikilabilirlikleri, %.
Table 7. Ruminal dry matter degradabilities of silages, %.
Gruplar 0. Saat 4.Saat 8.Saat 16.Saat 24.Saat 48.Saat 72.5
Kontrol 91.57% 94.17% 95.00%° 98.67°2 99.112 99.56° 99.30°
20 94.852 92.65° 93.16« 96.05¢ 96.62¢ 97.08f 97.17¢
Bugday samani 25 86.78f 88.638 88.68° 91.93¢ 91.29f 93.51h 93.81¢
30 79.378 83.18" 83.47* 86.71f 87.968 91.76' 90.07¢
20 94.082 95.19° 95.423b 97.793% 97.86" 98.32¢ 97.80%¢
Yonca Kuru Otu 25 90.32« 93,59« 94.46 % 95.25¢ 96.69 ¢ 97.39¢f 95.75¢
30 89.05 % 89.96f 91.58¢ 91.99¢ 94.56¢ 95.47¢ 92.21f
20 92.77% 94.80%° 96.90° 96.89¢ 98.75%° 98.97° 98.63%
Fig kirmasi 25 91.06° 93.62¢ 95.10%° 95.12¢ 97.85 98.72%¢ 98.15°
30 88.30°f 93.05% 93.78b¢ 95.84¢ 97.56 97.92¢ 97.85
SEM 0.56 0.29 0.64 0.48 0.36 0.20 0.29
P 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

a1 Ayni situnda farkh harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki farklilik énemlidir (P<0.01).
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TARTISMA ve SONUC

Yas posa yiksek dizeyde su icermesi ve kolay
eriyebilir besin maddelerin yikanmasi nedeniyle iyi
bir
(Courtin ve Spoelstra, 1989). Bugday samani, yonca

silo yemi olarak degerlendirilememektedir
kuru otu ve fig kirmasi ile farkh kuru madde
dizeylerinde hazirlanan yas seker pancari posasi
silajlarinin silaj kalitesini ve rumen kuru madde
yikilabilirliklerini belirleyerek seker pancari posasinin
ruminant beslenmesinde daha verimli kullaniimasini
saglayacak silolama  yontemlerini  arastirmak
amaciyla yapilan bu calismada, silaj orneklerinin
renk, koku ve stlrlktlr agisindan olumsuz bir 6zellik
tasimadigl, kiflenme ve benzeri bozulmalarin
hemen hi¢ olusmadigi gézlenmistir (Tablo 4). Silajlar
fiziksel 6zelliklerine gére genel olarak “iyi” puanini
almislardir. Bugday samani ilave edilen %25KM
icerigine sahip YSPP silajinin kalite sinifi ise “pekiyi”
olarak belirlenmistir. Silajlarin Fleig puanina gore
kalite siniflari ise genel anlamda “pekiyi” sinifinda
yer almistir. Bu kalite siniflandirmasinda da bugday
samani ilave edilen grubun biitiin KM seviyelerinde
kalite sinifinin  “pekiyi” oldugutespit edilmistir.
Benzer sekilde fig kirmasi ilave edilen YSPP silajinin
tim KM seviyelerinde kalite sinifinin “pekiyi” oldugu
belirlenmistir. YSPP silajlarinin besin madde icerikleri
incelendiginde (Tablo 3) yonca kuru otu ve fig
kirmasi ilave edilen YSPP silajlarinin ham protein
miktarlarinin artan ilave dizeylerine bagli olarak
arttigr  gortlmastir. Ham protein diizeyindeki
artislar fig kirmasi bulunan gruplarda daha fazla ve
karisimdaki fig kirmasi miktari ile dogru orantil
olmustur. Ham kal degerleri gruplarda benzer
bulunmustur. NDF ve ADF degerlerinin yonca kuru
otu iceren gruplarda diger gruplardan belirgin bir
sekilde yliksek oldugu tespit edilmistir.

YSPP silajlarinin pH degerleri incelendiginde
(Tablo 5),
farkhhklar oldugu (P<0.05) ve silaj pH degerlerinin

En

muamele gruplari arasinda 6nemli

3.94-4.48 araliginda seyrettigi belirlenmistir.
distk pH kontrol grubunda (3.94); en yiiksek pH ise
%30 KM’ye sahip fig kirmasi ilave edilen grupta
(4.48) olmustur. YSPP silajlarinin pH degerlerinin

ideal silaj pH araligina (3.8-4.2) yakin olmasi, tim
gruplara
(Leterme ve ark., 1992). Nitekim YSPP silolanma

ilave edilen melastan kaynaklanmistir

esnasinda kolay eriyebilir karbonhidrat katkisina
1992).
Gruplarda artan katki oranlarina bagli olarak YSPP

ihtiyag duymaktadir (Leterme ve ark.,

silajlarnin  pH  degerindeki yikselme egilimi

katkilarin protein oranlarina ve silajdaki proteolizisin

pH Uzerindeki baskilayici etkisine atfedilebilir
(Leterme ve ark., 1992).
YSPP silajlarinin  organik asit miktarlar

incelendiginde (Tablo 6), fermantasyonun agirlkl
olarak laktik asit yoniinde gergeklestigi (2.22-7.23,
%KM), bunu asetik asitin izledigi (0.94-4.97, %KM),
propiyonik asit olusumunun
oldugu (0.38-1.24, %KM) tespit edilmistir. Silaj

orneklerinde

ise oldukga dislik

bitirik asitin  olgulebilir duzeyde
olmadig belirlenmistir. Organik asit miktarlarindaki
bu nispi oranlama ideal bir silaj fermantasyonun
isaretidir.  Melas katsist ile  fermantasyonu
iyilestirilen silajlarda pH araliginin da ideal sinirlarda
olmasi bu yorumu destekler niteliklerdir. Nitekim,
(1992) seker

laktik
olustugunu asetik asidin daha az sekillendigi ifade
ederken Mossakowska (1990)’da % 23-24 KM igeren
yas seker pancari posasina %2 melas ilave ederek

hazirladig silajlarda, laktik asit diizeyinin %1.18-1.35

Leterme ve ark., pancari posasl

silajinda  fermantasyonun asit  agirlik

arasinda degistigini tespit etmistir. Diger taraftan,
Karalozos ve Giouzeljannis (1988) ise, asetik asitin
en ylksek oranda olustugunu ve bunu laktik asidin
izledigini, biitirik asit oraninin ise ¢ok disik diizeyde
kaldigini bildirmislerdir. YSSP silajinin kalitesine etki
eden iki temel unsur vardir. Bunlardan biri YSPP'nin
kuru madde diizeyi
karbonhidrat

digeri ise kolay eriyebilir

miktaridir.  Kuru madde dizeyi

yukseltiimeden yapilan ve fermantasyon kalitesi

“iyi” olarak degerlendirilen kimi ¢alismalarda
(Leterme ve ark., 1992; Nout ve ark., 1993),
kullanilan  YSPP’'nin  kuru maddesinin  %20’nin

Gzerinde oldugu gorilmektedir.Bu posalar dretim
asamasinda ikinci defa sikistirilan ve boylelikle su

orani daha da azaltilan posalardir (pressed sugar
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beep pulp) (Vandergeten ve Vanstallen, 1989).
Dolayisi ile kuru madde diizeyi disik (< %15KM)
tretimlerin silolanmasinin zor oldugu yapilan bir ¢ok
¢alisma ile ortaya konulmustur (Giardini ve ark.,
1982; Kampues ve ark., 1983; Giardini ve ark., 1984).

Yemlerin rumen kuru madde yikilabilirlikleri,
yemlerin organik maddelerinin sindirilme dereceleri
ile dogrudan iligkilidir. Dolayist ile sindirilme derecesi
yiksek olan YSPP'nin katkili silajlarinin sindirilme
derecesini kullanilan katkilarin organik maddelerinin
sindirilme dereceleri dogrudan etkiler. Bu baglamda
YSPP silajinin rumen kuru madde yikilabilirliklerinin
verildigi Tablo 7 incelendiginde, bugday samanli
gruplarda kuru madde yikilabilirliginin artan kuru
madde dizeyleri ile ters orantii olarak o6nemli
derecede (P<0.05) azaldigi gorilmektedir. Diger
katkili gruplarda ise 72. saat inkubasyon degerleri,
ozellikle %20-25 KM igeren o6rneklerde %98.63’lere
varan dlizeydedir. Bu veriler katkilarin OM sindirilme
derecelerine bagli olarak yikimlanmis olmasi, yas
seker pancari posasinin mevcut katkilarla yliksek
bir

gostergesi olarak ele alinabilir. Yonca kuru otu

diizeyde  degerlendirilebildiginin ~ 6nemli
gruplarindan %20 KM diizeyinde O ve 4. saat kuru
madde yikilabilirliginin kontrol grubundan yiiksek ve
8 - 16. saatlerde kontrol grubu ile benzer 24, 48 ve
72 saatlerde ise 6nemli derecede disiik (P<0.05)
oldugu; benzer sekilde %20 fig kirmasi grubunda da
0 ve 4. saat kuru madde yikilabilirligi kontrol
grubundan yuksek, 8 ve 24. saatlerde benzer, 16, 48
ve 72. saatlerde disik bulunmustur. Literatir
de

posasindan

verileri bugday seker
daha

degerlendirilebildigi

samaninin pancar
diizeyde

(1988),
bugday samaninda ham seliilozun sindirilebilirligini
%54.7, Coskun ve ark. (1992), %58.83, Wanapat ve
ark. (1985) ise %50.60 olarak bildirirken, Cottyn ve

ark. (1980), seker pancari posasinda ham seliilozun

duslik

yoniindedir.  Ergul

sindirilebilirliginin %88-92 arasinda oldugunu ileri
sirmektedirler.

Sonug olarak, tlkemizde Uretilen ve taze olarak
posasinin  bugday

tiketilen yas seker pancari

samani, yonca kuru otu ve fig kirmasi ile kuru madde

diizeyinin ylkseltilmesi ve melasla desteklenmesi
durumunda, kolaylikla silolanabilecegi; yonca kuru
otu ve fig kirmasi ile kaliteyi disiirmeden silajin
protein yoniinden zenginlestirebilecegi sonucuna

varilmistir.

KAYNAKLAR

A.0.A.C. 1990. Offical methods of analysis 15"Ed.

Association of official analytical chemists,
inc.,Virginia, USA.
Akyildiz AR., 1984. Yemler bilgisi laboratuvar

kilavuzu. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari No: 895, Ders Kitabi: 213, s. 236,

Ankara.
Algicek A., Ozkan K., 1997. Silo yemlerinde fiziksel ve
kimyasal yontemlerle silaj kalitesinin

saptanmasi. Turkiye I. Silaj Kongresi, s. 241-

247, Bursa.
Arnould R., Deswysen A., Lamber J., 1982.
Conservation et utilisation des ensilages.

Seminaire de perfectonnement en zootechnie.
UCL, Louvain-La-Neuve, 15 January-12 April.
Tas A., 2003.

gastrointestinal cannulation

Atasoy N, Considerations for

(rumen,
duodenum and ileum) in sheep with a ruminal,
a simple t-type and a modified t-type cannula.
Dtsch Tierarztl Wochenschr, 110, 269-308.

Close WH., Menke KH., 1986. Selected topics in
animal nutritions. F.U.T. M.llerhader, Forststr.
18, 7024 Fielderstadt.

Coskun B., Deniz S., Ayar A., Kadak R., Deligiizeloglu
F., 1992. Amonyak ile muamele edilen bugday
samaninin sindirilme derecelerinin tespiti ve
sigir besisinde kullanilma imkanlari. Selguk

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 8, 69-

72.
Coskun B., Seker H., inal F., 1998. Yemler ve
teknolojisi.  Selcuk  Universitesi  Veteriner

Fakiiltesi, Yayin Unitesi, Konya.

Cottyn B., Boucque C., Aerts J., Fiems L., Buysse F.,
1980. La
surpressees ensilees. Revue de [|'Agriculture
(Brussels), 33, 953-970.

valeuralimentair des pulpes

170


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.speciation.net%2FDatabase%2FJournals%2FRevue-de-lAgriculture-Brussels-%3Bi1865&ei=Bt98VMruK4e_ywP1jIDABA&usg=AFQjCNHQVYAuJRR2ykTxSWHnw-aBPP2foQ&bvm=bv.80642063,d.bGQ
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.speciation.net%2FDatabase%2FJournals%2FRevue-de-lAgriculture-Brussels-%3Bi1865&ei=Bt98VMruK4e_ywP1jIDABA&usg=AFQjCNHQVYAuJRR2ykTxSWHnw-aBPP2foQ&bvm=bv.80642063,d.bGQ

Farkli Kuru Madde Diizeyi Esasina...

Yorik ve ark.

Courtin M., Spoelstra SF., 1989. Counteracting
structure loss in pressed sugar beet pulp silage.
Animal Feed Science and Technology, 24, 97-
109.

Deniz S., Demirel M, Tuncer SD., Kaplan O., Aksu T.,
2001. Degisik sekillerde uretilen seker pancari
posasi silajinin slt inegi ve kuzu rasyonlarinda
kullanilma olanaklari, 1.kaliteli geker pancari
posasi silajinin elde edilmesi. Turk Veterinerlik
ve Hayvancilik Dergisi, 25, 1015-1020.

Deniz S., Denek N., Nursoy H., Oguz MN., 2002.
Degisik sekillerde Uretilen seker pancari posasi
silajinin st inegi ve kuzu rasyonlarinda
kullanilma olanaklari, 3. sindirilebilirlik ve kuzu
besisi Tirk Veterinerlik
Hayvancilik Dergisi, 26, 771-777.

Des Wisser H., Hindle V., 1990. Dried beet pulp and

maize silage as substitutes for concrates in

denemeleri. ve

dairy cows rations. 1. Feed value, feed intake,

milk production and milk composition.
Netherlands Journal of Agricultural Science, 38,
77-88.

Diizgiines O., Kesici T., Gurbiiz F., 1983. istatistik
Metotlari I, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari No: 861. Ankara.

Erglil M., 1988. Yemler Bilgisi ve Teknolojisi. Ege
Universitesi Basimevi, izmir.

Giardini A., Castellari A., Gaspari F., Vecchiettini M.,
1982. Ensilage technique of pressed pulp in big
silos. Proceeding of the 45" Winter Congress of
IIRB., Bruxelles.

Giardini A., Gaspari F., Vecchiettini M., 1984. Beet
pressed pulp treated with sugar-beet molasses
concentrate effluent. International Institute for
sugar-beet Research, Bruxelles.

Haaksma J., 1982. Valuer alimentaire de la pulpe
surpressee comparee aux autres aliments pour
betail. Publication trimester., IRBAB, 4, 173-
184.

INRA, 1988. Alimentation des bovino, ovino et
caprins. INRA Publication, Paris.

Kampues J., Dayen M., Meyer H., 1983. Silage aus

unterschiedlich melassierten presschitzeln in

der rindemast. Wirtschaftseigene Futter, 20,
110-127.

Karalozos A., Giouzeljannis A., 1988. A note on the
use of sugar-beet pulp silage and molasses in
the diet of lactating dairy cows. Animal Feed
Science and Technology, 20,13-18.

Kilig A., 1986. Silo yemi o6gretim, Ogrenim ve
uygulama énerileri. Bilgehan Basimevi, izmir.
Leterme P.,, Thewis A, Culot M. 1992.

Supplementation of pressed sugar-beet pulp
silage with molasses and urea, laying hen
excreta or soybean meal in ruminant nutrition.
Animal Feed Science and Technology, 39, 209-
225.

Levendoglu T., Karsh MA., 2010. Yas seker pancari
posasinin bugday kepegi ile birlikte silolanma
olanaklari ile silaj kalitesi ve sindirilebilirliginin

(I.Sindirilebilirlik).
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 21,
179-183.

Leventini MW., Hunt CW., Roffler RE., Casebolt DG.,
1990. Effect of dietary level of barley-based

belirlenmesi Yizinci Vil

supplements and ruminal buffer on digestion
and growth by beef cattle. Journal of Animal
Science, 68, 4334-4344,

Mossakowska K., 1990. Ensilage of beet pulp with
high degree of pressing. Gazeta-Cukrownicza,
98, 157-158.

Nout MJR., Bouwmeester HM., Haaksma J., Van Dijk

H., 1993. Fungal growth in silages of sugar beet

press pulp and maize. Journal of Agricultural

Science, 121, 323-326.

1985.
National Academy Press. Washington.
Orskow ER., Hovell FD., Mould F., 1980. The use of

the nylon bag technique for the evaluation of

NRC., Nutrient requirements of sheep.

feed stuffs. Tropical Animal Production, 5, 195-
213.

Ozturk Y., Karsl MA., Aldemir R., Bolat D., 2011.
Effects of substituting barley with wet sugar
beet pulp silage prepared with wheat bran on
fattening performance, carcass quality of

lambs and cost. Journal of the Faculty of

171



Farkli Kuru Madde Diizeyi Esasina...

Yorik ve ark.

Veterinary Medicine, Kafkas University, 17,
445-450.

Petit HV., Flipot PM., 1992. Source and feeding of

nitrogen on growth and carcass characteristics
of beef steers feed grass as hay or silage.
Journal of Animal Science 70, 867-875.

Sahin K., Cerci IH., Giler T., Sahin N., Kalender H.,

Celik S., 1999. Farkh silaj katki maddelerinin yas
seker pancari posasi silaji kalitesine etkileri.
Tiark Veterinerlik ve Hayvancilik Dergisi, 23,
285-292.

Vandergeten JP., Vanstallen M., 1989. Reussir

Van

I’ensilage de pulpe surpresee. Betteravier-
Bruxelles, 23, 15-17.

Soest PJ.,, Robertson JB., Lewis D., 1991.
Methods of dietary fiber neutral detergent
fiber and non starch polysaccharides in relation
to animal nutrition. Journal of Dairy Science, 7,
3583-3597.

Wanapat M., Sundstol F.,, Garmo TM., 1985. A

comparison of alkali treatment methods to
improve the nutritive value of straw. 1.
digestibility and metabolisability. Animal Feed
Science and Technology, 12, 295-309.

172



Atatiirk Universitesi Vet. Bil. Derg. Arastirma Makalesi
2014; 9(3): 173-179

Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi

http://dergipark.ulakbim.gov.tr/ataunivbd

Ketoprofenin 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Aktivitesi Uzerine In Vitro ve In
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Ozet: Bu calismada 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44;6PGD) enzimi insan eritrositlerinden saflastirildi. Saflastirma
islemi hemolizatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemi ile
gergeklestirildi. Enzimin saflik derecesi SDS-PAGE elektroforez yontemi ile belirlendi. Enzim zerine ketoprofenin in vitro ve
in vivo etkisi arastirildi. Tim saflastirma islemleri sonunda insan eritrosit 6PGD enzimi 742 kat saflastirildi. Eritrosit 6PGD
enzimi %50 verimle, spesifik aktivite 0.46 U/mg olarak elde edildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de
Beutler metoduna gore olgildi. Galismada kullanilan ketoprofen ilacinin in vitro sartlarda enzim aktivitesini inhibe ettigi
gozlendi. In vitro inhibe eden bu ilaca ait /Cso degeri diisiik olarak belirlendi. Daha sonra ketoprofenin in vivo inhibisyon
etkisini belirlemek amaciyla Yeni Zelanda albino tiirii tavsanlar ile galismalar yapildi. ilacin 6PGD enzim aktivitesi {izerine in
vivo etkisi incelendiginde I. saatte (P<0.01) ve lll. saatte (P<0.01) ketoprofen ilacinin enzim aktivitesini istatistiksel olarak

onemli derecede inhibe ettigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: 6 fosfoglukonat dehidrogenaz, Eritrosit, ilag, inhibisyon.

In Vitro and In Vivo Effect of Ketoprofen on 6-Phosphogluconate
Dehydrogenase Enzyme Activity

Abstract: In this study, 6-phosphogluconate dehydrogenase (E.C.1.1.1.44; 6PGD) was purified in human erythrocytes. This
process was carried out by the preparation of hemolysate, precipitation by (NH4),S04 and 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography . The degree of purity of the enzyme was determined with SDS-PAGE electrophoresis. The effect of
ketoprofen on the enzyme was investigated in vitro and in vivo. Human erythrocyte 6PGD was purified in 742-fold at the
end of all purification processes. The recovery of 6PGD was 50%, and its specific activity was 0.46U/mg in erythrocytes.
Enzyme activity was spectrophotometrically measured using the Beutler method at 340 nm. Ketoprofen inhibited the
enzyme activity in in vitro conditions. ICs value of the drug inhibition in vitro was determined. For the drug having low ICso
value (drug concentrations which produce 50% inhibition) (ketoprofen), in vivo studies were performed in New Zealand
albino rabbits. In the evaluation of the in vivo effect of drug on 6PGD activity, it was observed that ketoprofen given at the
first (P<0.01) and third hour (P<0.01), significantly inhibited the 6PGD activity.

Key words: 6-phosphogluconate dehydrogenase, Drug, Erythrocyte, Inhibition.
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T

toplumda antibiyotiklerle birlikte en sik kullanilan

edavide agri kontrol yodntemlerinin basinda

analjezik grubu ilaglar gelmektedir. Analjezikler
ilaglarin basinda gelmektedir. Yaygin kullanilan
analjeziklerden olan ketoprofen, akut ve kronik agri
sendromlarinda  agrinin  kontrolinii  saglama
amaciyla tercih edilmektedir (Williams ve Upton,
1998).
Ketoprofen; antienflamatuvar, analjezik,
antipiretik etkili bir ilagtir. Gastrointestinal sistemde
bozukluk gibi yan etkisinin yani sira santral sinir
sistemini (SSS) deprese eder, ayni zamanda laterji ve

unutkanlik yapabilmektedir (Beutler, 1971).

Canli sistemlerde enzim aktiviteleri bazi
kimyasallar, oksidatif stres, genetik hastaliklar,
cevresel sartlar gibi c¢esitli durumlarda belirli

varyasyonlar gosterir. Enzim aktivite degisiklikleri ile
ilgili bir ¢ok literatlir mevcuttur. Bunlarin birgogunun
insan ve hayvan doku enzim aktivitelerini azalttig
veya ylkselttigi gosterilmistir (Beydemir ve ark.,
2000).

Uzerine bazi anti-kanser ilaglarinin in vitro ve in vivo

Bunlara ilaveten 6PGD enzim aktivitesi

etkileri laboratuvarimizda calisilarak s6z konusu
ilaclarin inhibisyon etkisi gosterilmistir (Ozabacigil ve
ark., 2008).

6PGD pentoz fosfat metabolik yolunun ikinci
oksidatif bir
enzimdir. 6PGD eksikligi yaygin olarak gorilen bir

basamagini  katalizleyen o6nemli

hastallk olmamakla birlikte enzim eksikliginde
gorilen agir hemolitik vakalar seyrekte olsa rapor
edilmistir (Walzem ve ark., 1991). 6 fosfoglukonat,
fosfoglukoz izomerazin bir inhibitoriidiir ve hiicrede
birikimi, glikoliz yolunu inhibe eder (Barrett, 1997).
6PGD rediiktif biyosentezlere NADPH, niikleotit
5-fosfat

icin

sentezine riboz saglamasi bakimindan
son derece Onemlidir
2003). 6PGD eksikliginde

hemolitik anemi olusur (Caprari ve ark., 2001).

bircok organizma

(Tandogan ve Ulusu,

Biitlin bunlardan dolay1 6PGD canli organizmalar igin
hayati dneme sahiptir.
in vivo olarak

Bu calismada in vitro ve

ketoprofenin insan eritrosit enzimi 6PGD (izerine in

vitro, tavsan eritrosit 6PGD enzimi Gizerine de in vivo
etkisi arastirildi. Ketoprofen igin Ki degerleri ve
Lineweaver-Burk grafikleri ile

inhibisyon tipi

belirlendi.

MATERYAL ve METOT

Kimyasal ve reaktifler; ketoprofen Atatirk
Universitesi Tip Fakiiltesi-Erzurum’dan temin edildi.
2',5'-ADP Sepharose 4B Pharmacia’dan satin alindi.
NADP*, 6-fosfoglukonat, protein 6l¢iim reaktifleri
Sigma’dan temin edildi. Diger kimyasallar Sigma ve
Merck edildi.

calismalarda kullanilan Yeni Zelanda albino tipi

firmalarindan  temin In  vivo
tavsanlar Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarindan temin

edildi.

Hemolizat Hazirlanmasi ve Hemoglobin Tayini

Saglikh bireylerden alinan taze kan o6rnekleri
EDTA'l 15 dakika 2500xg’de

santrifij edildi. Santrifijden sonra tiplerin Ust

tiplere konuldu.

kismindaki plazma ve lokosit tabakalari dikkatli bir
sekilde ayrilip atildi. Altta kalan eritrositler 0.15
M’lik KCl ile 3 defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de
santriflij edilerek slipernatan kisimlari uzaklastirildi.
Altta hacimlerinin

kalan eritrositler bes misli

0°C’deki distile su ile hemoliz edildi. Bundan sonra

hicre  zarlarini  uzaklastirmak i¢in  +4°C'de
10.000xg’de yarim saat sireyle santriftj edildi.
Hicre zarlari atiip Gstteki slpernatan  kismi

hemolizat eldesi olarak dikkatli bir sekilde alindi.
Boylece hemolizat hazirlanmis oldu. Hemolizatta
(Hb)
metoduna gore Olcildi (Beutler, 1971; Shreve ve
Levy, 1977; Ninfali ve ark., 1990; Ozabacigil, 2005).
Tum ¢alismalar +4°C de gergeklestirildi.

hemoglobin tayini  siyanomethemoglobin

Amonyum Siilfat Céktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler cok degerlikli elektrolitler

olduklarindan iyonlara benzer sekilde hareket

ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein
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molekiillerini ¢evreleyen ve ¢odzliniir halde tutan su
molekiilleri, tuzdaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler ¢oker. Bu ¢okmede molekll agirhgr ve
etkilidir.

konsantrasyonlarinda

iyonik siddet Dolayisiyla degisik tuz

degisik proteinler
¢6kmektedir. Amonyum sulfat ¢oktiirmesi deneyleri
proteinlerin bu &zelliklerinden faydalanilarak yapildi
2004;
Ozabacigil, 2005). Onceden elde edilen hemolizatta
% 35-65 araligindaki

¢okturmesi sonucu olusan cokeltide oldugu daha

(Lehninger, 1993; Keha ve Kufrevioglu,

enzimin amonyum silfat

onceki ¢alismamizda gosterildiginden yine bu

aralikta kati amonyum siilfatla ¢oéktirme islemi

yapildi. Amonyum silfat ¢oktlirmesi sirasinda
hemolizata kati (NH4)2SOs vyavas yavas katild
(+4°C’'de). Her defasinda daha o6nce katilan

(NH4)2S04'In ¢6zlinmis olmasina dikkat edildi. Bu
islem bir saat kadar sirdid. Amonyum silfatin
hemolizatta ¢éziinme islemi magnetik karistirici ile
yapildi. islemi tamamlandiktan
hemolizat 5.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde
kadar 50 mM fosfat

¢6zildi. Amonyum

Cozinme sonra

edilen c¢okeltiler vyeteri
(pH=7)

sonucu elde edilen karisim diyaliz

tamponunda silfat
¢Oktlirmesi
torbasina yerlestirildi. Enzimin iginde bulundugu
karisim, 50 mM KCH3COO/50 mM KsPOs (pH=7)
tamponuna karsi 2 saat boyunca 2 defa tampon
yenilenip degistirilerek diyaliz edildi (Ninfali ve ark.,
1990; Ozabacigil, 2005). Diyaliz islemi +4°C’de
buzdolabi
yapild.

icinde manyetik karistirici  Gzerinde

Diyaliz isleminden sonra hazrlanan
diyalizatta aktivite ve protein tayini yapildi (Segel,

1968; Beutler, 1971; Ozabacigil, 2005).

Enzim Aktivite Ol¢iimii

6PGD enzim aktivitesinin Olgim prensibi
NADPH’In 340
absorbans artisinin 6lg¢llmesi ile rutin olarak ifade

edilmektedir (Beutler, 1971; Ozabacigil, 2005).

reaksiyon (rlnd olan nm’de

2’,5’-ADP Sepharose 4B Afinite Kolonunun

Hazirlanmasi

Afinite kolonu Beydemir ve ark. inin galismalarina

gore hazirlandi (Beydemir ve ark., 2004; Ozabacigil,
2005). Amonyum silfat ¢oktiirmesinden elde edilen
diyalize numune 2’,5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna tatbik edildi. Daha sonra kolona yikama
tamponu tatbik edildi. pH=7.85’deki EDTA’li ellisyon
tamponu ile kolondan ellatlar alindi. Aktivite
gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Tiim bu calismalar

+4°C’de yapildi.

Protein Olgliimii

Saflastirma basamaklari  boyunca protein

Bradford

yontem, proteine

miktarlari  spektrofotometrik  olarak
metoduna goére belirlendi. Bu
Coomassie Blue G-250’nin baglanmasi

dayanmaktadir (Bradford, 1976; Ozabacigil, 2005).

esasina

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzimin safliginin kontroli Laemmli tarafindan
%3-8 kesikli

poliakrilamid

gelistirilen sodyum dodesil siilfat

jel elektroforezi

yapildi (Laemmli, 1970; Ozabacigil, 2005).

yontemine gore

In Vitro ilag Calismalari

insan eritrosit 6 fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimi Uzerine ketoprofenin etkisini gostermek igin
saf enzim iceren tlpte kontrol olarak % Aktivite
hesaplandi. Daha sonra 6 farkl konsantrasyonda

hazirlanan ilag ¢ozeltileri saf enzim iceren tipe ilave

edildi. Bu ilaglarin % Aktivite-[I] grafigi cizildi.
Grafikteki egrinin  denkleminden ICso degeri
hesaplandi.

In Vivo ilag Calismalar

Bu ¢alismada agirliklari 1200-1500 gr arasinda
degisen 20 adet Yeni Zelanda albino tiri tavsan
kullanildi. Kontrol ve ilag igin olusturulan gruplarda
10 tane denek kullanildi. Hayvanlara uygulanmasi
gereken tedavi ilag dozlari belirlendi. Hayvanlara
uygulanmasi gereken terépatik ilag dozlari mg/kg
olacak sekilde hesaplandi. Bu amagla ketoprofen 2-5
mg/kg (Mulcahy ve ark., 2003) olacak sekilde
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hayvanlara i.p. olarak uygulandi. 1.,3. ve 5.inci saflastinildi.  Spesifik aktivite 0,46 U/mg olarak
saatlerde alinan kan orneklerinde (Akyuz ve ark., bulundu ve enzim % 50 saflastirildi. Sonuglar Sekil
2004) 6PGD aktivitesi spektrofotometrik olarak 1’de gosterildi.

tespit edildi  (Beutler, 1971). Hemolizatta

hemoglobin tayini siyanomethemoglobin
yontemiyle bakildi (Beutler, 1971; Shreve, 1977;
Ninfali, 1990). in vivo ¢alisma sonuglari EU/gHb

0.4
0,3

olarak hesaplandi. 021

Aklivite (EU/ml)

0.1

istatistiksel Analiz 0 Looass ‘ ‘ ‘ o000

istatistiksel analiz icin paired t testi kullanildi. Tup sayist

Sonuglar + SD olarak verildi ve P<0.05 anlamli kabul

L Sekil 1. insan eritrosit 6PGD enziminin 2',5'- ADP
edildi. Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemi ile
saflastiriimasi grafigi.

Figure 1. Purification graph of human erythrocytes

6PGD by method of 2 ', 5'-ADP Sepharose 4B affinity

BULGULAR

insan eritrosit 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz

L ) . chromatography.
enzimi saflastirma calismasinda ilk olarak in vitro
incelemelerde  kullanilmak  (zere  hemolizat insan eritrosit 6PGD enziminin saflastirilmasi
hazirlandi. Hemolizatta 6PGD aktivitesi tayini yapildi. calismalarinda uygulanan her bir yéntem sonucunda
Enzimi saf elde edebilmek icin %35-65 amonyum elde edilen o6rneklere ait protein ve aktivite
silfat ¢oktlirmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite degerleri hesaplanarak olusturulan saflastirma
jel kromatografisi teknikleri kullanildi. Enzim 742 kat tablosu Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. insan eritrosit 6PGD enziminin saflastirilmasi basamaklari.
Table.1. Purification schemes of the enzyme of 6PGD from human erythrocytes.

L Total . Total Total Spesifik .
Aktivite . Protein . . . Verim Saflastirma
Saflastirma Basamaklari (EU/mL) Hacim (mg/mL) protein aktivite aktivite (%) Katsayls|
(]
(mL) (mg) (EU)  EU/mg)
Hemolizat 0.0035 25 5.63 140.75 0.0875 0.00062 100 1
Amonyum silfat
¢okturmesi 0.0048 15 0.220 3.3 0.072 0.022 82 35.5
(35-65)%
2',5"- ADP Sepharose 4B g5 g 0.019 0.095 0.044  0.46 50 742
kromatografi
SDS-PAGE metodu ile saflastirilan saf enzim Sekil 2’'de gosterilmistir.
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Sekil 2. Afinite kromatografisi ile insan kanindan
saflastirilan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fotografi [(1)
insan 6PGD Enzimi, (2) Standart Proteinler: karbonik
anhidraz (Bovin, 29.000), Ovalbumin (Tavuk, 45.000)
ve Albumin (Bovin, 66.000).

Figure 2. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of
6PGD purified by affinity gel. [(1) Human 6PGD
Enzyme, (2) Standard proteins; bovine carbonic
anhydrase (29.000), chicken ovalbumin (45.000) and
bovine albumin (66.000).

Ketoprofenin inhibitor etkisi in vitro olarak
Olglldi. Daha sonra % aktiviteye bagh ilag
konsantrasyon grafiginden ICso degeri elde edildi
(Tablo 2). Bu deger ketoprofen icin 3.68 mM olarak
bulundu.

Bunlara ilaveten ketoprofen igin Lineweaver-
Burk grafigi cizilerek Ki degeri hesaplanarak Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 2. insan eritrosit 6PGD enzimi igin bulunan
ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipi.

Table 2. The ICso, Ki values and inhibition types for
ketoprofen of human erythrocyte 6PGD.

inhibitsr Iso [1(mM)  K(mM) Ortalama Inhibisyon

(mM) Ki (mM) Tipi
1.9 3.14
Ketoprofen 3.68 3.9 1.95 2.48 Yarismasiz
6.86 2.35

Ki degeri ketoprofen icin 2.48 mM olarak
hesaplandi. Ketoprofenin in vivo etkisi Tablo 3’te
gosterildi.

Kontrol icin enzim aktivitesi 1.15 + 0.13 U/gHb

olmasina ragmen,ilag verilen grupta 1., 3. ve 5.

saatlerde sirasiyla 0.61 + 0.20 U/gHb, 0.56 +
0.23U/gHb, 1.35 + 0.21U/gHb olarak elde edildi.

Tablo 3. Tavsan eritrosit 6PGD enzimi Uzerine
ketoprofen ilacinin in vivo etkisi (n=6).

Table 3. In vivo effects of ketoprofen on human red
blood cell 6-phosphogluconate dehydrogenase
activity (n=6).

Uygulama siresi X + SD (n=6) P
Kontrol 1.15+0.13 -
1 0.61+0.20 <0.01
3 0.56 +0.23 <0.01
5 1.35+0.21 >0.05
TARTISMA ve SONUC

Bir ¢ok kimyasalin disuk dozlarinin bile
ozellikle spesifik enzimlerin inhibisyonuna sebep
olarak normal enzim aktivitesini degistirdigi ve canli
metabolizmaya etki ettigi bilinmektedir (Beydemir
ve ark., 2000). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda insan
eritrositleri dahil farkli doku ve kan numunelerinde
farkli enzimler Gzerine bazi ilag ve kimyasallarin in
vivo ve in vitro etkileri arastirilmistir. Mesela “Akyiz
ve ark., (2004) insan eritrosit 6PGDH enzimi Uizerine
bazi  antibiyotiklerin inhibe  edici etkisini
gostermistir”. Baska bir ¢alismada C vitaminin 6PGD
aktivitesini artirdigi gosterilmistir (Puskas ve ark.,
2000). Bunlara

¢alismamizda kanser tedavisinde kullanilan sisplatin

ilaveten daha onceki bir

ve 5-Fluorouracil ajanlarinin 6PGD aktivitesini
disltrdugint gostermistik (Ozabacigil ve ark., 2008).
Tedavide kullanilan vanadatla yapilan bir ¢alismada
ilacin kuzu karacigeri enzimini inaktive ettigi tespit
edilmistir  (Bergamini ve ark., 1995). Sican
eritrositlerinde  yapilan  enzim  ¢alismalarinda
amikasin, ampisilin ve netilmisin silfatin enzimi
inhibe ettigini ve metamizol’in enzim aktivitesi
Gzerine etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Akylz ve
ark., 2004).

Bircok kimyasal ve tedavide kullanilan ilaglarin
6PGD enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi

incelenmesine ragmen c¢alismada kullandigimiz
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analjezik ilagla ilgili herhangi bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. 6PGD enzimi heksozmonofosfat
6-
fosfoglukonatin ribuloz 5 fosfat ve CO2’e oksidatif
Bu

indirgenir.

metabolik yolunun 3. Onemli enzimidir.

dekarboksilasyonunu  kataliz  etmektedir.
reaksiyon esnasinda NADP* NADPH’a
indirgenen bu NADPH rediikte glutatyon (reterek
hucreleri oksidatif hasara karsi korumasi bakimindan
NADPH

sistemlerde rediikte glutatyon azalarak hucrenin

oldukga 6nemlidir. eksikliginde canh

olimine sebep olmaktadir. NADPH ayrica yag

asitleri, steroid ve bazi aminoasitler gibi birgok

biyomolekillerin  sentezinde goérev alan bir
koenzimdir.
Calismamizda 6PGD enzimi insan

eritrositlerinden 2’,5'-ADP Sepharose 4B Afinite
kromatografisi yontemi ile % 50 verimle 742 kat
saflastirildi. Daha sonra ketoprofenin enzim lzerine
in vitro kinetik etkisi incelendi. 6PGD enzimi i¢in bu
ilacin ICso ve Ki parametreleri hesapland. ilacin
enzim {zerine inhibisyon etkisine gore inhibisyon
Elde

ilac molekdllerinin enzimin aktif

tipi  belirlendi. edilen tim bu ¢alisma
sonuglarindan
bolgesine baglandigl disinlldi. Tavsanlarla yapilan
in vivo calismalarda ketoprofenin enzim aktivitesini
o6nemli miktarda inhibe ettigi goraldi. Yapilan tim
bu c¢alismalar sonucu in vivo ve in vitro ¢alisma
sonuglarinin birbirini dogruladigini gérmis olduk.

Bu sonuglara gore diyebiliriz ki hastalara so6z
konusu ilaglar uygulanmadan 6nce kisilerin 6PGD
eksikliginin olup olmadig arastiriimasi
gerekmektedir. Ozellikle 6PGD eksikligi olan bircok
hasta icin bu ilaglarin kontrolsiiz kullanimi tehlikeli
olabilir. Ayrica enzimi inhibe eden s6z konusu bu
ilaglarin insan vicudundaki diger enzimler Gzerinde
de etkisi olabilecegi diisinuldiigiinde ketoprofenin
tedavi-doz araliginin yeniden goézden gegirilmesi

gerektigini disinmekteyiz.
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Ozet: Bu calismada sildenafil sitratin yara iyilesmesinin erken dénemlerinde bazi hematolojik parametreler ve mineral
maddeler Uzerine olan etkisi arastirildi. Bu amagla her grupta 10’ar adet rat olacak sekilde Ug grup (1. Grup: Kontrol, 2.
Grup: Diabet ve 3. Grup: Diabet + Sildenafil Sitrat) olusturuldu. Birinci ve ikinci gruba normal yara bakimi, Gglincii gruba ise
normal yara bakiminin yaninda 0.7 mg/kg dozunda 3 guin siireyle giinde bir kez olmak (zere intraperitonal (i.p.) sildenafil
sitrat verildi. Uygulamalara baslamadan 6nce 1. 2. ve 3. glinlerde kan alindi. Tam kanda eritrosit (RBC), hemoglobin (HG),
hematokrit (HCT), degerlerine klasik yontemlerle; serumda demir(Fe), mangan (Mn), bakir (Cu), ¢inko (Zn), kursun (Pb),
potasyum (K), kalsiyum (Ca) ve magnezyum (Mg) degerlerine ise spektrofotometrik metodla bakildi. Sildenafil sitrat, diabetli
yaralarda iyilesme siirecine olumlu etki eden mineralllerden Zn, Cu ve Mg degerlerini arttirdi. ilk dénemlerde iyilesme
siirecine olumsuz etki eden Fe minerali degerlerini dusirdi. Sonug olarak, bu sekilde yara iyilesmesinin ilk donemi olan
yangisel donemi kisaltarak, iyilesme siirecine olumlu etki yaptigi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Diabet, Hematolojik parametreler, Mineral maddeler, Rat, Yara iyilesmesi.

The Effects of Sildenafil Citrate on Some Haematological Parameters and
Mineral Matters in Wound Healing of Rats Created Experimental Diabetes

Abstract: In this study, the effect of sildenafil citrate on some haematological parameters and mineral levels in the early
stages of wound healing was investigated. Rats were randomly allocated into three treatment groups consisted of 10 rats in
each. Groups were designed as control (group 1), diabetic (group IlI) and diabetic plus sildenafil citrate (group Ill),
respectively. Normal wound care was performed for control and group Il. Sildenafil citrate was also administered with
normal wound care for group Il at 0.7 mg/kg dosage for 3 days via intraperitoneally (i.p.) once a day. Blood samples were
collected before and at 1., 2., and., 3. days of after administration. Full blood erythrocyte (RBC), haemoglobin (HG),
haematocrit (HCT) values were determined using standard methods; spectrophotometric methods were used for
determination of the serum iron (Fe), manganese (Mn), copper (Cu), zinc (Zn), lead (Pb), potassium (K), calcium (Ca), and
magnesium (Mg) levels. Sildenafil citrate increased the serum mineral levels (i.e. Zn, Cu and Mg), as having favourable
impact on diabetic wound healing process. Likewise, it decreased the level of iron mineral, as having an adverse effect on
the healing process. In conclusion, it was concluded that sildenafil citrate had a favourable effect on the healing process by
shortening the inflammatory period, which is the first period of wound healing process.

Key words: Diabetes, Haematological Parameters, Mineral Matters, Rat, Wound Healing.

= Abuzer TAS
Yiiziincii Vil Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Van, TURKIYE.
e-posta: abuzertas@hotmail.com
*Bu galisma 39. Ulusal Fizyoloji Kongresinde poster bildiri olarak sunulmustur.



Deneysel Olarak Diabet Olusturulmus...

Comba ve ark.

GiRiS

D

sendrom olarak isimlendirilir (Goodson ve Hunt,

iabetes mellitus kronik hiperglisemik bir

bozukluk olup, basit bir hastaliktan ziyade bir

1979). Yara iyilesmesinde gecikmeye sebep olan
diabet,
fibroplasinin inhibisyonu; kollagen depozisyonunda

inflamatuvar yanitin, angiogenesisin ve
defektler ve ekstraselliler matriksin farkliigi ile
karakterizedir. (Fahey ve ark., 1991; Prakash ve ark.,
1974).

Yara iyilesmesi lokal Uretilen mitojenler ve
kemotaktik faktorler tarafindan diizenlenir. Yara
iyilesmesi, yara kenarina yangi hiicrelerinin ve
fibroblastlarin hareketi; yeni ekstraselller matriksi
iceren granilosa dokusunun sekillenmesi ve
mikrovaskdilarizasyon ile dokuya 6zgli hicrelerin
¢ogalmasi seklinde en az 3 6nemli hiicresel olaydan
olusmaktadir (Tas ve ark., 2003). Sildenefil sitrat
direkt gevsetici etkisi yoktur, fakat bu etkisini siklik
guanosin monofosfatin (cGMP) degradasyonundan
sorumlu olan fosfodiesteraz tip 5 (PDE5)’ i inhibe
ederek nitrik oksit (NO) etkisini arttirarak gosterir.
Sildenefil sitrat ile PDE5’ in inhibisyonu, diiz kaslarda
gevseme ile sonuglanan cGMP seviyesinin artisina
PDE5 trombositlerde,

visseral diiz kaslarda ve iskelet kaslarinda bulunur

sebep olur. vaskiiler ve
(Anonymous, 1988). Artan vaskiler permabilite yara
iyilesmesinin erken fazi boyunca olusur, hiicrenin
migrasyonu ve proliferasyonu icin gerekli olan
fibrince zengin matrixin depolanmasina teorik olarak
izin verir (Brown ve ark., 1988). Néronlari, kaslari,
notrofilleri ve makrofajlari iceren birgok tipteki
normal ve yaralanmis hicrelerin her ikisi de Nitrik
Oksit Sintaz (NOS) tarafindan L-arginin bozulmasi ile

NO olusturabilir (Stewart ve ark., 1994).

Bu ¢alismada, sildenafil  sitratin  yara
iyilesmesinde  etkili oldugu disinllen baz
hematolojik parametreler ve mineral maddeler

Uizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvanlar
Bu calisma icin Atatiirk Universitesi hayvan

Gretim merkezinden temin edilen, toplam agirliklari

250-300 gr olan 30 adet Swiss albino cinsi erkek rat
kullanildi.  Ratlar
kosullar altinda (12 saat gece-glindiiz, 25+2 °C

bireysel kafeslerde standart
sicakhk) barindirildi ve standart pellet yem ve su ad
libitum olarak verildi. Ratlar, her bir grupta 10’ar
adet olacak sekilde rastgele 3 gruba (1.grup: kontrol-
diabet olmayan; 2.grup: diabet
diabet+Sildenefil  sitrat) ayrildi.

bolgesinde Xylazine HCI (1 mg/kg i.m.) + Ketamine

ve 3.grup:

Ratlarin  sirt
HCI (50 mg/kg i.m.) anestezisi altinda 1 cm ¢apinda
tam kat deri yarasi olusturuldu. Birinci ve ikinci
gruba sadece normal yara bakimi, t¢lincl gruba ise
normal yara bakiminin yaninda 0.7 mg/kg dozunda 3
giin stireyle giinde bir kez olmak tzere i.p. sildenafil
sitrat verildi. Calismaya baslamadan 6nce (0.glin) ve
yara olusturulduktan sonraki 1. 2. ve 3. ginlerde
bitin hayvanlardan kanlar alindi. Calismada yerel

etik kurul ilkelerine uyuldu.

Alloksan ile Diabet

ikinci ve 3. gruptaki hayvanlarda, 120 mg/kg
%

monohidratin 3 giin boyunca giinde bir kez i.p.

dozunda 5 distile suda ¢ozllmis alloksan
enjeksiyonu ile diabet olusturuldu. En son alloksan

uygulamasindan sonraki 3. ginde kan glukoz

konsantrasyonu belirlendi. Kan glukoz seviyesi 250

mg/dl'nin  Gzerinde olanlar c¢alisma grubunu
olusturdu (Jaouhar ve ark., 2000).
Hematolojik Parametrelerin Analizi

Ratlarin  kalplerinden kapakh K3EDTA’ i

vakuteynir tiiplerine alinan 1 ml kan o6rneklerinde
eritrosit, hemoglobin ve hematokrit degerleri klasik

metodlarla galigildi.

Mineral Madde Analizleri

Mineral analizleri icin sari kapakli jelli plastik

vakuteynir tipine alinan 1 ml kan o&rnekleri

sogutmali santrifijde +4 °C, 2500 devirde 10 dk

santrifij edilerek serumlari cikarildi ve

numaralandiriip  eppendorf tiiplere  konuldu.
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Analizleri yapilana kadar numuneler -20 °C’ de
muhafaza edildi. Analizler, Thermo Solaar AA&Series

uygun
sonra ¢alisildi (Morton ve Roberts, 1993).

Spektrometresi'nde sartlar saglandiktan

istatistiksel Analiz

Elde edilen tim veriler SAS paket programinda

Duncan's Multiple

degerlendirildi (SAS, 1998).

Range Test vyapilarak

BULGULAR

Her 3 gruptaki hemogram ve mineral madde

sonuglari Tablo 1-3’ te verildi.

Tablo 1. 1. Gruptaki ratlarin hemogram ve mineral madde sonuglari (n=10).
Table 1. The results of hemogram and mineral matters of rats in group 1 (n=10).

0.gln 1l.gln 2.gUn 3.gln P
RBC (M/mm?3) 7.9010.21 7.94+0.49 7.38%+0.78 6.94+1.02
HG (g/dL) 17.04+0.77° 19.01+1.46° 15.15+1.20°¢ 11.43+1.21¢ oxk
HCT (%) 47.55+1.02° 48.51+2.53? 41.91+2.75° 35.334£3.39¢ rHk
Fe (ppm) 4.5440.80° 5.23+2.31° 3.02+0.25°¢ 2.59+0.01°¢ rHk
Mn (ppm) 0.02+0.01 0.01+0.00 0.02+0.00 0.01+0.00
Cu (ppm) 1.01+0.07 1.21+0.11 1.4010.21 1.06+0.03
Zn (ppm) 1.40+0.37 1.35+0.24 1.06+0.04 1.06+0.03
Pb (ppm) 0.42+0.04 0.37£0.02 0.07%0.03 0.18+0.01
K (ppm) 146+3.88 159.99+0.98 165.77+4.37 141.48+0.22
Ca (ppm) 60.92+18.29 75.194+9.79 65.18+0.98 72.00+0.90
Mg (ppm) 20.78+0.71° 22.23+3.93° 18.24+0.26° 21.004+0.69° oxk
a,b,c.d; qyn satirdaki farkl harflerle belirtilen ortalamalar arasinda fark dnemlidir (***P< 0.001).
Tablo 2. 2. gruptaki ratlarin hemogram ve mineral madde sonuglari (n=10).
Table 2. The results of hemogram and mineral matters of rats in group 2 (n=10).

0.gln 1l.gln 2.gln 3.gln P

RBC (M/mm?3) 7.83%+0.28 8.27+0.76 7.63+0.86 7.80%1.45
HG (g/dL) 17.34+1.33 17.10+1.08 15.08+1.00 13.18+2.35
HCT (%) 47.83+1.32° 45.31+4.84%° 42.33+3.77%* 39.56+6.72° *
Fe (ppm) 3.26+0.047°¢ 6.27+1.13° 2.38+0.46° 5.13+2.04° oAk
Mn (ppm) 0.023+0.03° 0.043+0.00° 0.01+0.00° 0.01+0.0° *
Cu (ppm) 1.02+0.07 1.24+0.20 1.22+0.09 1.11+0.09
Zn (ppm) 0.92+0.35 1.47+0.06 1.29+0.03 0.88+0.42
Pb (ppm) 0.30+0.13° 0.52+0.12° 0.07+0.050°¢ 0.16+0.00¢ xRk
K (ppm) 127.23+6.66° 146.34+0.84° 121.46%2.26b° 113.59+17.17¢ xRk
Ca (ppm) 62.41+7.48° 81.48+3.18° 58.95+5.68° 63.98+3.21° *oxk
Mg (ppm) 16.61+2.34¢ 27.20+3.34° 15.48+0.69°¢ 20.31+1.26° *oxk

a,b,c,d; qyni satirdaki farkh harflerle belirtilen ortalamalar arasinda fark 6nemlidir (*P<0.05, ***P< 0.001).

182



Deneysel Olarak Diabet Olusturulmus...

Comba ve ark.

Tablo 3. 3. gruptaki ratlarin hemogram ve mineral madde sonuglari (n=10).

Tablo 3. The results of hemogram and mineral matters of rats in group 3 (n=10).

0.gln 1l.gln 2.gUn 3.gln P

RBC (M/mm?3) 7.35+0.31 7.92+0.51 7.30£0.52 6.61+0.85

HG (g/dL) 14.98+1.57° 16.48+0.69? 13.80+0.89° 11.16+1.37¢ *kx
HCT (%) 43.65+3.96° 44.7+2.30° 39.00+2.60° 33.21+3.47¢ *kx
Fe (ppm) 2.15+0.16° 4.1240.06° 1.87+0.12¢ 1.44+0.16¢ ok
Mn (ppm) 0.11+0.10? 0.04+0.00° 0.01+0.00° 0.01+0.00° ok k
Cu (ppm) 1.61+0.51? 0.93+0.09° 1.2940.34° 1.3840.06° ook
Zn (ppm) 0.82+0.05°¢ 0.90+0.03° 1.0740.02° 1.08+0.08? ook
Pb (ppm) 0.32+0.07° 0.62+0.03a 0.02+0.01c 0.03+0.01c ook
K (ppm) 122.79+3.25° 156.32+2.912 123.66£1.97° 113.5145.87¢ *rx
Ca (ppm) 60.69+2.90° 58.42+1.54° 53.314+3.50¢ 72.73+6.13° *rx
Mg (ppm) 15.99+0.33 14.20+0.79¢ 15.53+0.27° 20.62+0.46° *rx

a b, ¢, d; gyni satirdaki farkh harflerle belirtilen ortalamalar arasinda fark dnemlidir (***P< 0.001).

TARTISMA ve SONUC

Yara iyilesmesi ile iyilesmede kullanilacak
ilaglar ve materyaller son yillarda birgok arastiricinin
dikkatini ¢ekmistir. Diabetin yara iyilesmesinde
meydana getirdigi gecikmeler ve bu gecikmeyi
ortadan kaldiracak uygulamalar yeni calismalarin
konulari arasinda yer almaktadir.

Yara iyilesmesinde hematolojik parametreler
ve oksijenin kandaki parsiyel basinci énemlilik arz
etmektedir. Kanda bulunan alyuvar sayisinin ya da
alyuvardaki oksijen

tasiyan hemoglobin

molekiilinin, hematokrit degerin ve diger
parametrelerin belirli dizeyde bulunmasi gerekir.
Aksi takdirde dokulara vyeterli miktarda oksijen
gidemediginden, metabolik fonksiyonlar vyeterli
diizeyde sekillenemez, pihtilasma faktérleri ve yara
iyilesme faktorleri yeterli dizeyde sentezlenemeyip,
etkinlik

yarali bolgeye tasinamadigindan

gosteremez. Bunun sonucunda da vyara
iyilesmesinde istenilen sonuglar elde edilemeyebilir
(Cinar ve Tulébaev, 2009).

Calismanin bulgulari, yara iyilesmesinin ilk
dénemlerindeki olumsuz etkileri ortadan kaldirmak
amaciyla  kanin  sekilli elemanlarinin,  vicut

tarafindan yarali bolgede kullanildigl, bunun

sonucunda da hematolojik parametrelerde hafif

diizeyde bir azalmanin meydan geldigini ancak
sildenafil sitratin kanin sekilli elemanlarindaki
degisiklik Gzerine kisa slirede dogrudan bir etkisinin
olmadigini géstermistir.

Yara iyilesmesinde olduk¢a 6nemli bir rolii olan
¢inko, vicutta ki¢lik miktarlarda olmasi gereken bir
iz elementtir. Cinko, protein ve kollajen sentezinde,
doku gelisiminde ve iyilesmesinde anahtar bir rol
oynar (Williams ve Barbul 2003; Langemo ve ark.,
2006). Cinko eksikligi yara iyilesmesinde gecikme
(Cohen ve ark., 1992), azalan deri hucreleri tretimi
ve azalan yara mukavemeti ile iliskilendirilir (Argren,
1990; Argren ve Franzen, 1990; Lansdown ve ark.,
1999; Ord, 2007). Cinko, epitelizasyon ve fibroblast
proliferasyonunu etkileyen RNA polymeraz, DNA
polimeraz, ve DNA transkriptaz gibi metalloenzimler
Uzerine etkilidir (Burns ve ark., 2003). Baz
arastiricilar, irinli yaraya sahip hastalara uygun
miktarlarda vitamin C ve ¢inko verdiklerinde yara
iyilesmesinde  olumlu ilerlemeler  oldugunu
bildirmektedir (Hill ve ark., 2008). Ancak, ¢inkonun
yuksek miktarlarda verilmesi ile bobrek tasi olusma
riski s6z konusu oldugu igin verilirken bu durumun
g6z 6niinde bulundurulmasinda fayda gorilmektedir
(Grieger, 2009). Bu c¢alismadaki serum ¢inko

dizeyleri incelendiginde, {Ugclinci grupta diger
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gruplarla karsilastirildiginda ilk Gg giinde dizenli bir
artisin oldugu goézlenmistir. Bu durum yukaridaki
literatdr verilerle parelellik arz etmektedir.

Bakir yara iyilesmesinde gorev yapan birgok
enzimin ko-faktorlii gibi bir
(Doherty ve ark., 1998). Bakir eksikligi fazla ¢inko

onemli mineraldir
ilavesinden dolayl olusabilir (Watters ve Tredget,
2002). Galismadaki bakir degerleri incelendiginde 1.
ve 2. gruptaki degisiklikler istatistiki olarak anlamli
bulunmamistir. Uciincli  gruptaki bakir degerleri
sifirinci glinle karsilastirildiginda her (g gunde de bir
azalma meydana gelmistir. Bu azalmanin ¢inko

degerlerindeki artistan dolayi oldugu
distntlmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, magnezyum hidroksitin
ratlarda deri yarasinin iyilesmesini hizlandirdigi ve
kollagen
arttirdigi bildirilmistir (Alimohammad ve ark., 2007).
doku

keratinositlerin ve fibroblastlarin

olusumunu uyararak doku sikiligini

Magnezyum ve kalsiyum yapismasini,
makrofajlarin,
gbclini ve tip-1 kollojen Uretimini destekler (Witt ve
2000).

degerlerindeki degisiklikler dizensiz bulunmustur.

Thornton, Calismadaki magnezyum
Yara iyilesmesinin ilk gini notrofiller, ikinci gin
daha fibroblastlar

bolgesine go¢ eder, 6zellikle 2. glinden sonra doku

makrofajlar sonrada yara
formasyonunun sekillenmesi igin fibroblast varligi
cok o6nemlidir (Cohen ve ark., 1992). Calismanin
bulgulari; kalsiyum ve magnezyum degerlerinin 3.
ginden baslayarak arttigini, 3. gruptaki artisin diger
gruplara gore daha belirgin oldugunu ve bu
da

gostermistir.

durumun literatir bilgilerini  destekledigini

Demir, kollajen sentezinde proline ve lizinin
hidroksilasyonunda bir ko-faktordiir. Bu olmadan
normal kollajen Uglii helix mimkin degildir (Burns
ve ark., 2003). Demir yara kenarina oksijen saglayan
bir bu

(hemoglobin) eksikligi iyilesmeyi geciktirebilir. Demir

sistemin pargasidir, ylzden demir

eksikligi  kollagen (iretiminde gecikme, yaranin

mukavemet glici ve sikiiginda azalma ile

sonugclanabilir (Williams ve Barbul 2003; Edmonds,
2007; Ord, 2007). Bir calismada (Hugo ve ark., 1969)

yara gerginliginin ilk alti giinde azaldig|, ancak dokuz
giinden sonra normale dondiglu tespit edilmistir.
doénemlerinde
bu da

fibroblastlarin yara iyilesmesindeki etkisini azaltir,

Demir vyara iyilesmesinin erken

serbest radikallerin sentezini etkiler,
dolayisiyla yara iyilesmesi gecikir (Vaxman ve ark.,
1996). Sidddetli anemi, azalan periferal sirkiilasyon
yara iyilesmesini bozabilir (Cohen ve ark., 1992).
Ancak demir yedinci glinden sonra yara iyilesmesi
etki yapar.

calismalar gostermistir ki, demir bir serbest radikal

surecinde iyilesmeyi arttirici Son
gibi hareket ederek yara iyilesmesini yavaslatabilir.
Artan serbest demir, notrofillerden salinan reaktif
oksijen tlrlerinde bir azalma (yasamsal fenton
reaksiyon) meydana getirir ve bu durum da direngli
yangidan, kronik yaralarin ¢evresindeki diisman pro-
katkida lipid

peroksidasyonundan ve artan doku yikimindan

oksidanlara bulunan
sorumlu olabilir (Wenk ve ark., 2001). ilk yedi giinde

demir seviyesindeki sirecine
etki yapar.

degerleri incelendiginde birinci glindeki artis, 2.

artiglar  iyilesme

olumsuz Yapilan c¢alismada demir
grupta anlamh bulunurken, diger gruplarda anlamli

bulunmadi. Demir dizeylerindeki azalma bitin
gruplarda {glinci gine kadar devam ederken,
yalnizca ikinci grupta Uglincl glinde artis gozlendi.
Ayrica ¢alismadaki hematolojik parametrelerdeki
degisiklikler de demirdeki degisiklikleri destekler
nitelikte bulunmustur. Bu bulgular, sildenafil sitratin
diabetli ilk

donemlerindeki olumsuz etkisinin azaltilmasinda rol

demirin yara iyilesmesinin
oynadigi diistincesini desteklemektedir.

Sildenafil diabetli
iyilesme siirecine olumlu etki
bakir

ilk dénemlerde

Sonug¢ olarak, sitrat,

yaralarda eden

mineralllerden  ¢inko, ve magnezyum

degerlerini arttirmistir. iyilesme

sirecine olumsuz etki eden demir degerlerini
ilk

donemi olan yangisal dénemi kisaltarak, iyilesme

disirmustir. Bu sekilde vyara iyilesmesinin

slirecine olumlu etki yaptigi kanaatine varilmistir.
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Siitcii ineklerde Ovsynch Protokoliinde ikinci GnRH Uygulamasinin
Geciktirilmesinin Gebelik Orani Uzerine Etkisi
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Ozet: Bu calismada, ineklerde Ovsynch (OVS) protokoliinde ikinci GnRH enjeksiyonunun geciktirilmesinin gebelik orani
lizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi. Calismada, toplam 40 adet primipar, Holstein-Friesian irki sagmal inege 0. giinde
10 pg GnRH ve 7. glinde 500 pug PGF2a uygulanarak rastgele iki gruba ayrildi. Prostaglandin uygulamasini takiben hayvanlara
(n=21), 48. saatte (OVS 48), diger gruptaki hayvanlara (n=19) ise 56. saatte 2. GnRH enjeksiyonu yapildi (OVS 56).
Protokolleri takiben 16. saatte suni tohumlama uygulandi. Serum progesteron (P4) degerlendirilmesi amaciyla, PGF2a’nin
uygulandig 7. glinde ve tohumlamalar sirasinda kan ornekleri alindi. Gebelik tanisi, suni tohumlamadan sonraki 40-45.
giinde transrektal ultrasonografi ile tespit edildi. Gruplar arasindaki 7. giin ve tohumlama ani ortalama serum P4
degerlerinin degisimi incelendiginde, (OVS 48: sirasiyla 11.09 + 7.60 ve 0.89 * 1.31 ng/ml olmasina karsin, OVS 56: 6.00
5.98 ve 1.10 £ 1.79 ng/ml) istatistiksel olarak 6nemli bir farkliik belirlenmedi (P>0.05). Calismada, farkli Ovsynch
programlari sonucunda elde edilen gebelik orani OVS 48 grubunda % 66.66, OVS 56 grubunda ise % 47.36 olarak belirlendi.
Ancak, gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak onemli olmadigi gozlendi (P>0.05). Sonug¢ olarak, slt¢l ineklerde
klasik Ovsynch protokoliinde ikinci GnRH enjeksiyonunun 8 saat geciktirilmesinin (48 yerine 56. saatte) gebelik orani tizerine
herhangi bir etkisinin olmadigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Gebelik orani, Gonadotropin-releasing hormon, Ovsynch, Siitcii inek.

The Effect of Delaying the Administration of Second GnRH in the Ovsynch
Protocol on Pregnancy Rate in Dairy Cows

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of delaying the second GnRH injection on pregnancy rates in the
Ovsynch protocol (OVS) in cows. In the study, a total of 40 primiparous, Holstein-Friesian dairy cows treated with 10 ug
GnRH on day zero and 500 pg PGF,a on day 7 and the cows were then randomly divided into two groups. The 2" GnRH
injection was performed at the 48 hours in the OVS 48 (n = 21) and at the 56 hours in the OVS 56 (n = 19) after the PGF,a
injection. Artificial insemination (Al) was performed 16 hours after the protocols. Blood samples were taken at day 7 and at
the time of insemination to evaluate progesterone (P4). Pregnancy diagnosis was determined at 40-45th day after the Al by
transrectal ultrasonography. No statistically significant differences were determined between groups for the mean serum P4
values on day 7 and at the time of insemination (OVS 48: 9.11 + 7.60 and 0.89 + 1.31 ng/ml vs. OVS 56: 6.00 + 5.98 and 1.10
+ 1.79 ng/ml, respectively) (P>0.05). Pregnancy rates were determined as 66.66 % in group OVS 48 and 47.36 % in group
OVS 56. However, no significant difference was observed between the groups (P>0.05). In conclusion, the findings suggest
that delaying the second GnRH injection for 8 hours (56t hour instead of 48t hour) in conventional Ovsynch protocol had
no effect on pregnancy rate in dairy cows.

Key words: Dairy Cow, Gonadotropin-releasing hormone, Ovsynch, Pregnancy rate.
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GiRiS

S

faktorlerdendir. Ostrus tespit orani, birgok siiriide %
50’den daha az olmaktadir (Radostits ve ark., 1994).

Yetersiz ve yanlis tespit, gebelik basina tohumlama

Utct  inek isletmelerinde, Ostris tespiti

reprodiiktif performansi etkileyen en o6nemli

sayisl, bos gegcen glnler ve buzagilama araligini
artirmaktadir (Heersche ve Nebel, 1994; Senger,
1994).

ortadan kaldirmak ve optimal

Sutcli  sigir isletmelerinde, bu sorunlari
fertilitenin elde
edilmesi senkronizasyon  metotlari
1988). Bu

gelistirilen senkronizasyon programlarindan birisi de

amaciyla

gelistirilmistir ~ (Baumann, amagla
Ovsynch protokolidir. Sabit zamanh tohumlamaya
olanak saglayan Ovsynch protokoli, asim veya
tohumlama vyapilmadan 6nce Gonadotropin-
releasing hormon (GnRH), prostaglandin (PG) ve
GnRH’nin ardisik olarak uygulanmasidir (Pursley ve
1995; 2013).

Tohumlamalar ikinci GnRH enjeksiyonu sonrasi 0—

ark., Semacan ve Pancarcl,
24, saatler arasinda yapilmaktadir (Pursley ve ark.,
1995; Stevenson ve ark., 1996). Tohumlamalarin
ikinci GnRH enjeksiyonu sonrasi erken donemde (16.
saat) yapilmasinin basariyi artirdigi belirtilmektedir
1998; Peeler ve ark., 2004).

Ovsynch programinin o6zellikle 6stris tespitinin

(Pursley ve ark.,

diisik oldugu veya isglicinden tasarruf edilmesi

dislnilen surilerde yararli olabilecegi
belirtiimektedir (Jemmeson, 2000; McDogual ve
ark., 2001; Erdem ve Glizeloglu, 2008).
Laktasyondaki  sut ineklerinde,  Ovsynch
protokolli sonrasi elde edilen gebelik oranlarinin
%32 ile %76.9 araliginda degistigi belirtilmektedir
(Pursley ve ark., 1997; Aydin ve ark., 2008; Cevik ve
ark., 2010; Kara ve ark., 2011; Yilmaz ve ark., 2011).
Ovulasyon senkronizasyonunu; yas (hayvanin
inek veya dive olmasi), laktasyon donemi,
uygulamaya baslandiginda 6stris siklusunun dénemi
ve ovaryum fonksiyon bozukluklari (andstris, kistik
ovaryum  dejenereasyonu), viicut kondisyon
skorunun kot olmasi (2.5 ve alti) ve sicaklik stresi
gibi faktorler etkileyebilir (Pursley ve ark., 1997;

Nebel ve Jobst, 1998; Moreira ve ark., 2000a).

Postpartum 70. glinden &nce uygulamalar da gebelik
oranindaki basariyr diisirmektedir (Pursley ve ark.,
1997). Bununla beraber, Ovsynch protokoliniin bir
dogum yapanlarda, birden fazla dogum yapanlara
gore daha etkili oldugu belirtiimektedir (Tenhagen
ve ark., 2004).
Literatiirde,
48.
kiyasla,
(56.
bildirilmistir

klasik

saatte

(2. GnRH
enjeksiyon)

Ovsynch
uygulamasi yapilan

protokoliine enjeksiyonun 8  saat
daha iyi

(Peters ark.,

geciktirilmesinin saat) sonuglar
sagladig 1999;
Brusveen ve ark., 2008; Bisinotto ve ark., 2010).

Dolayisiyla, sunulan calismada, sat inekgiligi ile

ve

ugrasan ve kizginhk tespit problemi yasayan ticari bir
isletmede ekonomik kayiplari 6nlemek amaciyla,
farkli Ovsynch protokolii uygulamasinin (48. saat
yerine 56. saatte yapilan 2. GnRH enjeksiyonu) ilk
tohumlamadaki gebelik orani (zerine olan etkisi

arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali

Calismada, materyal olarak 3 vyasinda tek

dogum yapmis, postpartum kontrolleri vyapilan,
herhangi bir puerperal dénem sorunu bulunmayan
ve dogumun Uzerinden en az 75 giin gegmis (75-300.
glinler arasi) toplam 40 bas sagmal inek kullanildi.
5’lik

sisteme gore 3.0 ile 3.5 arasinda degistigi belirlendi

Hayvanlarin  viicut kondisyon skorlarinin
(Rodenburg, 2004). ineklerin 305 giinliikk ortalama
sit verimi 5.900 kg olup, sagimlari giinde iki defa,
tam otomatik sagim sistemi ile yapilmaktaydi.
Calisma, inekler kis, bahar ve yaz aylarinda yari-agik
serbest dolasiml ahirlarda barindirilan ve giinde iki
kez bir ornek total rasyon karisimiyla beslenen 6zel

bir isletmede gerceklestirildi.

Calisma Dizayni

Calismada Ovsynch programinda 0. giinde 10
pug GnRH (Buserelin asetat), 7. glinde 500 pg PGF.a

(Kloprostenol) enjeksiyonu yapildi. Prostaglandin
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uygulamasi sonrasi inekler rastgele iki gruba ayrildi.
Galismada OVS 48 (n=21) grubundaki hayvanlara,
ikinci PGF2a0 uygulamasini takiben 48. saatte ikinci
GnRH, OVS 56 (n=19) grubundaki hayvanlara ise 56.
saatte ikinci GnRH enjeksiyonu yapildi (Sekil 1).
Protokoli takiben 16.

saatte suni tohumlama

uygulandi. Gebelik muayeneleri tohumlamadan
sonraki 40-45. gilinlerde transrektal ultrasonografik
muayene (Pie Medical, 100 Falco Vet, 6-8 MHz

Lineer prob) ile yapildi.

Sekil 1.0vsynch protokoliinin uygulama semasi
Figure 1.Schematic diagram of Ovsynch protocol

GnRH PGF2a GnRH TOHUMLAMA
ovs48 ' Vs 48 '
0VS 56 7giin 0VS 56 16 saat
0. glin 7.gln 9.gln 10. giin
Calismada tedavi gruplarinin

karsilastirilmasinda fertilite parametresi olarak; ilk
tohumlamada gebelik orani (ITGO; %) hesaplanarak

degerlendirildi.

Kan Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

(P4)

degerlendirilmesi amaciyla, PGF2a’nin uygulandig 7.

Tim hayvanlardan progesteron

ginde ve tohumlamalar sirasinda hormon

degerlerinin yapilan uygulamadan nasil
etkilendiginin belirlenebilmesi icin kuyruk veninden
(V. coccygea) 10 ml kan ornekleri alindi. Alinan
ornekler oda sicakhginda 3.000 devirde 15 dakika
sire ile santrifij edildi ve elde edilen serum
ornekleri analizleri yapilincaya kadar -20 °C'de
Serum P4 elektro-

saklandi. konsantrasyonlari

kimyasal immunoassay yontemi ile 6lgtilda.

istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi SPSS®
(Statistical Package for the Social Sciences, 16.0)
kullanilarak incelenen

programi yapildi.

parametreler arasi olasi iliskilerin arastirilmasinda

Ki-kare testi kullanildi. P (olasilik) degeri <0.05
dizeyinde 6nemli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada, postpartum kontrolleri yapilan
herhangi bir puerperal dénem sorunu bulunmayan
ve normal involusyon siirecini tamamlamis, 3 yasli,

toplam 40 bag inek kullanildi.

Tablo 1. Galisma gruplarinda gebelik oranlari.
Table 1. Pregnancy rates in study groups.

Grup Gebelik orani (%) P degeri
0oVvs 48 66.66° (12/19)
P>0.05
OVS 56 47.36° (10/21)

(2) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur (P>0.05).

Senkronizasyon yontemleri sonucunda elde
edilen gebelik oranlari degerlendirildiginde, OVS 48
grubunda bu %66.66 (12/19)
belirlenirken, OVS 56 grubunda ise %47.36 (10/21)
olarak tespit edildi (Tablo 1). Gruplarda, gebelik

oran olarak

oranlari arasindaki farkliligin istatistiksel agidan

onemsiz oldugu (P=0.218) gozlendi.

Tablo 2. Calisma gruplarindaki serum progesteron
duizeyleri (ng/ml).

Table 2. Serum progesterone levels in study groups
(ng/ml).

Pa
P4 (7. Gl
Grup + (7. Giin) (Tohumlama) '3 .
+ degeri
Ort£5s Ort +Ss

04\? 11.09+7.60 0.89+1.31°

P>0.05
ovs
56 6.00 £5.98 1.10+1.79°

(2) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur (P >0.05). Ort + Ss: Ortalama * Standart
sapma.

Calismada, Ovsynch senkronizasyonu

uygulanan ineklerdeki ortalama serum progesteron
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dizeyleri Tablo 2’de vyer almaktadir.

arasindaki 7. gin ve tohumlama ani serum Ps

Gruplar

degerleri incelendiginde, OVS 48 ydntemi uygulanan
grupta 7. glin ve tohumlama ani ortalama serum P4
degerleri sirasiyla 11.09 = 7.60 ve 0.89 + 1.31 ng/ml
iken, OVS 56 gurubunda bu degerler sirasiyla 6.00 +
5.98 ve 1.10 + 1.79 ng/ml olarak kaydedildi. Serum
Pa
grubunda daha dusik diizeyde tespit edilmis olup,

dizeyi, suni tohumlama sirasinda OVS 48
gruplar arasinda serum Ps degerleri yoniinden
istatistiksel olarak 6nemli bir iliski belirlenemedi

(P>0.05).

TARTISMA ve SONUC

ineklerde, dstrus tespiti ve uygun tohumlama

zamaninin  belirlenmesi  reprodiktif  verimliligi

etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Yetersiz
ve vyanls tespit tohumlama sayisini, bos gecen
ginleri ve buzagilama araligini artirmaktadir. Bu
ortadan  kaldiriimasi fertilitenin

sorunlari ve

arttinlmasi  amaciyla sabit-zamanli  tohumlama
yapmaya olanak saglayan yontemler gelistirilmistir.
Bu amagla gelistirilen Ovsynch protokoli siitch inek
yaygin

Ovsynch programinin,

isletmelerinde olarak  kullanilmaktadir.
ozellikle o6striis tespitinin
disuk oldugu ve/veya isglicinden tasarruf edilmesi
dislnilen surilerde yararli olabilecegi
belirtiimektedir (Jemmeson, 2000; McDogual ve
2001; 2008).

Laktasyondaki sit ineklerinde, Ovsynch protokoli

ark., Erdem ve Gilizeloglu,
sonrasi elde edilen gebelik oranlarinin %32 ile %76.9
araliginda degistigi belirtiimektedir (Pursley ve ark.
1997; Aydin ve ark., 2008; Cevik ve ark., 2010; Kara
ve ark., 2011; Yiimaz ve ark., 2011). Sonuglarin bu
kadar genis bir aralikta olmasi; yas, postpartum giin,
laktasyon donemi, uygulamaya baslandiginda 6strus
siklusunun dénemi, ovaryum fonksiyon bozukluklari,
vicut kondisyon skoru ve isi stresi gibi faktérlerden
kaynaklanmaktadir (Pursley ve ark., 1997; Nebel ve
Jobst, 1998). Sunulan ¢alismada, klasik Ovsynch
yontemi olan OVS 48 grubunda gebelik orani %66.66
olarak belirlendi. Bu oran,

bildirdiginden daha yuksektir (Pursley ve ark., 1997;

¢ogu arastirmacinin

2010).

Calismamizda, daha yiksek gebelik sonuglari elde

Aydin ve ark., 2008; Dogruer ve ark.,

edilmesinin sebebinin, materyal olarak bir dogum

yapmis ineklerin kullanilmasindan (Peters ve
Pursley, 2002; Navanukraw ve ark., 2004)
kaynaklanmis olabilecegi dusinildi. Bu durum,

literatiirde primipar hayvanlarda erken laktasyon

déneminde metabolik problemlerle karsilasilma

riskinin daha dastik olmasi ile agiklanmistir
(Stevenson ve ark., 1996; Peters ve Pursley, 2002;
Tenhagen ve ark.,, 2004). Bununla birlikte,
postpartum giin, suni tohumlama zamani, mevsim
ve bolge (Pursley ve ark.,, 1998), isletmeler
arasindaki besleme ve idare kosullar gibi bircok
faktoriin  bu oran Uzerinde etkili olabilecegi
disunulda.

ineklerde  yapilan  &nceki  calismalarda,

uygulanan OVS 56 protokoline gore ilk suni
tohumlamada degisik oranlarda gebelikler elde
(2008), farkh

karsilastirdiklari

edilmistir.  Brusveen ve ark.

senkronizasyon yontemlerini
¢alismalarinda OVS 56 grubunda gebelik oranini
%38.6 olarak belirlemislerdir. Bufalolarda yapilan
benzer bir ¢calismada, OVS 48 ve OVS 56'da gebelik
oranlari sirasiyla % 50.8 ve % 50.7 olarak belirlenmis
olup, 6nemli bir farkhhk belirlenmemistir (Carvalho
2010). birlikte,  farkh

senkronizasyon yer aldig

ve ark, Bununla
yontemlerinin

¢alismalarda, OVS 56 protokoliiniin daha iyi avantaj

sagladigini  belirten sonuglar da bulunmaktadir
(Peters ve ark., 1999; Brusveen ve ark., 2008;
Bisinotto  ve  ark., 2010). Ovsynch ile

resenkronizasyon yapilan diger bir calismada da OVS
56 grubunda (%32), OVS 48 protokoliine (%22) gore
daha yuksek oranda gebelik orani belirlenmistir
(Bahrami ve ark., 2012). Sunulan bu ¢alismada ise
istatistiksel olarak gruplar arasi anlamli bir fark
belirlenmemis olup, OVS 56 grubunda daha disik
oranda gebelik elde edilmistir. Gruplarin kendi
icinde farkhhgin baslamadigi, ayni uygulamalarin
yapildigi 7. gindeki Ps dizeylerine
bakildiginda OVS 48 grubunda ¢ok daha vyiksek
oldugu (11.09 = 7.60 ile 6.00 = 5.98 ng/ml)

serum
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gorilmektedir. Bu sonug, uygulanmakta olan

PGF20'ya karsi daha duyarli luteal yapinin varliginin
gostergesi olarak distnlebilir. Diger
arastirmacilarinin aksine, gebelik oraninin OVS 48
uygulamasinda daha vyiksek g¢ikmasinin sebebi,
hayvanlarin OVS 48

grubunda 7. ginde daha uygun yaplya

rastgele secilen guruptaki
luteal
ulagmalarinin sebep oldugu kanaatindeyiz.
Ovsynch protokolii uygulamasinin avantajlarina
ragmen bazi ineklerde luteal regresyonun
gerceklesemedigi ve kan hormon konsantrasyonun
protokol esnasinda ideal
bildirilmektedir (Moreira ve ark., 2000b; Souza ve

ark., 2007). Ozellikle suni tohumlama zamaninda

seviyelerde olmadigi

kan dolasimdaki yiksek Ps degerinin reproduiktif
kanalda sperma ve ovum transportu igin uygun
olmayan cevresel kosullara yol agarak fertilite
disukligine neden oldugu bildiriimektedir (Moreira
2000b). uygulamasinda
16 GnRH
uygulandigi zaman, kan P4 degerlerinin bakildigi bir
Pa

olusturdugu gurupta (0.4 ng/ml’den az), yuksek kan

ve ark., Ovsynch

tohumlamadan saat ©6nce, ikinci

¢alismada dislik seviyedeki seviyelerinin
Ps seviyelerindeki gruptan (0.9 ng/ml’den fazla)
daha iyi fertilite edildigi

belirtiimektedir (Brusveen ve ark., 2009). Yilmazbas-

sonuglari  elde
Mecitoglu ve ark. (2013), galismalarinda, Ovsynch

protokoliinde en disik serum Ps degerlerini
tohumlama aninda bulduklarini kaydetmektedirler.
Bu ¢alismada da benzer olarak, tohumlama sirasinda
(OVS 48 grubunda 0.89 £ 1.31 ile OVS 56 grubunda
1.10 + 1.79 ng/ml) 7. gline nazaran (OVS 48
grubunda 11.09 + 7.60 ile OVS 56 grubunda serum
Ps degerlerinin daha disik (6.00 £ 5.98 ng/ml)
oldugu goérilmektedir. Tohumlama aninda, P4 degeri
daha dislk olan OVS 48 grubunda, gebelik oranlari
bakimindan istatistiksel olarak fark c¢ikmasa da,
gebelik oraninin daha yiiksek (% 66.66 ile % 47.36)
oldugu gozlenmistir.

Sonug¢ olarak, Ostrus takip problemi yasayan
hafifletmek

fertiliteyi arttirmak amaciyla Ovsynch protokoliiniin

isletmelerde is yogunlugunu ve

yararli olabilecegi gozlendi. ineklerde, Ovsynch

GnRH

geciktirilmesinin bir avantaji belirlenemedi. Bununla

protokoliinde ikinci uygulamasinin
birlikte, farkli Ovsynch protokollerinin etkinliginin
belirlenebilmesi icin daha fazla sayida hayvanin

kullanildigi calismalara ihtiyag oldugu dusunuldi.
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Shar-pei Irki Bir Kopekte Kutan6z Musinozis ve Mastositozis*
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Ozet: Kutandz Musinozis jelatin benzeri misinin patolojik olarak deride biriktigi bir grup hastaligi ifade etmektedir. 5 yasli
Shar-pei irki bir kdpek Veteriner Fakiltesi Hayvan Hastanesine tekrarlayan dermatolojik problemler (deride asemptomatik
bulléz lezyonlar ve eritemli alanlar) ile getirilmistir. Diff-Quick’le boyanan bull6z materyal aspirati ve periferal kan
frotilerinde siddetli Mastositozis tespit edilmistir. Etkilenmis deri bolgelerinden alinan biyopsi 6rnekleri ile idiyopatik
kutan6z musin6zis tanisi konulmus, metilprednisolon asetat enjeksiyonu ve sefaleksin uygulanmistir. 2 yildir takibi yapilan

hasta halen remisyonda seyretmektedir.

Anahtar kelimeler: Kutandz musindzis, Misin, Shar-pei.

Cutaneous Mucinosis and Mastocytosis in a Shar-pei Breed Dog

Abstract: The cutaneous mucinosis is a group of disorders having abnormal accumulation of jelly-like mucin in the skin. A 5
year old, shar-pei breed dog referred to Veterinary Teaching Hospital with the complaints of recurrent dermatologic
conditions (including asymptomatic numerous bullae and erythema on the skin). Peripheral blood smear and aspiration
smear of bullous material stained with Diff-Quick revealed severe mastocytosis. Idiopathic mucinosis was confirmed with
biopsies taken from the affected skin. Methylprednisolone acetate and cephalexin were initiated. Any deterioration

occurred during 2 year follow-up.

Key words: Cutaneous mucinosis, Mucin, Shar-pei.
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GiRiS

D

misin olarak adlandirilan asit mukopolisakkarit

ermis, kollejen, elastik fiberler, damar ve deri

ekleri icererek, dermal substans ya da dermal

protein kompleksi (hyaluronik asit, kondroitin siilfat
B) icerisine gomilla olarak bulunmaktadir. Dermis
icerisinde asiri misin ya da dermal subtans artisi
miisindz dejenerasyon, miksédem ya da kutanoz
misindz olarak isimlendirilmektedir. Dermiste asiri
musin birikimi; lokal, generalize, primer (idiyopatik)
ve sekonder olarak olusabilmektedir (Muller ve Kirk,
2001).

insanlarda

Sekonder kutanéz misindzis kopek ve

hipotroidizm, akromegali, misin6z
alopesi, dermatomyozitis, mast hiicre timori ve
diskoid lupus
sekillenebilmektedir (Dillberger ve Altman, 1986).

Kutanoz

eritematozis nedenli

GlnUimuzde Musinozis’ te sagaltim

yaklasimlari, hastaligin goérilme sikhginin  azhig
nedeniyle olgu bildirimleri ile sinirhidir. Bu olgu
sunumuyla, kortikosteroid sagaltimina cevap veren

Kutanoz Misinozis’e dikkat cekmek amaglanmustir.

OLGU SUNUMU

Profesyonel diyetle beslenen, 5 yasli, erkek,
Shar-pei irki bir kopek Hayvan Hastanesine; tedaviye
yanit vermeyen ve 1 aydir devam eden dermatolojik
problemler ile getirildi. Deri lezyonlarinin duizenli
daha
dermatolojik

araliklarla  tekrarlayan kasintidan once

olustugu ogrenildi. Yapilan
muayenede; perianal ve aksillar bolgelerde lokalize,
ylizeyden kabarik, ici yapiskan infiltrat ile kapl,
(Sekil  1-2).

Etkilenmis bolgelerde; deri kalinliginin arttigi ve bazi

eritemli  bulléz lezyonlar izlendi
biilloz lezyonlarin epidermal koleret seklinde yayilim
gosterdigi goraldu (Sekil 3).

Tam kan ve serum biyokimyasal analizleri ile
troid fonksiyon testlerinde belirgin bir anormallige
rastlanmadi. Deri kazintisi ve diski muayenelerinde
patojene rastlanmayan hastada, billoz lezyon icerigi
kiltar da bir

belirlenmedi. Diff Quick ile boyanan periferal kan

sonuglarinda herhangi etken

frotilerinde yogun eozonofili, bulléoz lezyon

aspiratlarinda ise mastositozis dikkati gekti.

Sekil 1. Perianal bélgede biilléz lezyonlar.
Figure 1. Perianal bullous lesions.

Sekil 2. Aksillar bélgede biill6z lezyonlar.
Figure 2. Axillary bullous lesions.

p—

Sekil 3. Belirgin epidermal koleret olusumlari.
Figure 3. Marked epidermal collarette formation.
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Lezyonlardan alinan punch biyopsi érneklerinin

(3 mm) histopatolojik incelemesinde; ¢ok katli yassi

epitelyum ile Ortlli dokuda, epitelyum alti
stromada, interstisyel alanda, artmis kollajen
demetleri arasina sizmig miisindz madde ve
makrofajlar  tespit edilerek hastaya Kutanoz
Musinozis tanisi konuldu (Sekil 4).
=

.

S -
» Ly >y ¢

Sekil 4. Artmis kollejen icinde musin birikimi, H&E, x
100.

Figure 4. Presence of mucin among the collagen
fibers, H&E, x 100.

Sagaltimda; Metilprednisolon asetat 3 hafta
arayla, 1 mg/kg dozunda IM ve Sefaleksin 12 saat
25 mg/kg dozunda P.O. 14 gin BID

uygulandi. Semptomlarin klinik seyri ve hastanin

arayla,

kasinti varhigina gobre Metilprednisolon asetat
uygulamalarina araliklarla devam edildi. 2 yildir takip

edilen olgu halen remisyonda seyretmektedir.

TARTISMA ve SONUC

Kollajen ve elastik fiberler, damarlar ve deri
eklerinin arasini dolduran Musin; vyasla birlikte
bir
1975;

Hashimoto ve Niizuma, 1983). Kutandz musindzlerin

azalmasina ragmen  dermisin normal

komponentidir (Lever ve Schaumberg,

siniflandirmasinda  kabul edilmis net bir goris
bulunmamaktadir (Turk ve ark., 2009).

misin6zis insanlarda, kollajen fiberlerinde yikim ve

Kutanoz

ayrilmaya neden olan dermiste asiri musin birikimi
ile karakterizedir (Lever ve Schaumberg, 1975).
irki

dermisteki bu birikim bazi yazarlar tarafindan (Yager

Shar-pei kopeklerde yaygin olarak gorilen

ve ark., 1994) normal olarak ifade edilirken, kimi

yazarlar  tarafindan  ise idiyopatik  olarak
isimlendirilmistir (Bomhard ve Kraft, 1998). Asiri
misin normal goérinimdeki kollajen ve elastik
fiberler arasina sizarak, kollajen yapilarinda ayrilma
ve dejenerasyon meydana getirmekte ve tim
kutan6z musin6z formlarinda benzer histopatolojik
degisiklikler sekillendirmektedir (Shapiro ve ark.,
1970).

icerisinde yer alan generalize miksédem ile ilgili

Primer kutandz muisinéz siniflandirmasi
olarak, hipotroidili kopek ve insanlarda bildirimler
bulunmaktadir (Schaeffer ve ark., 1983). Olgumuzda
ise troid analizleriyle ilgili veriler referans sinirlar
icerisinde bulunmustur.

dokuda

anormal akiimilasyonu ile karakterize reaktif ya da

Mastositozis; mast  hicrelerinin
neoplastik olabilen hastalik tablosunu ifade etmekte
ve sistemik ya da lokalize (kutan6z mastositozis)
Reaktif

immun

olabilmektedir. mastositozis  parazitizm

sonucu  olusan reaksiyon  nedenli

sekillenebilmektedir. Olgumuzda periferal kan
frotilerinde mastositozis varligi bunu dislindirse de;
digki

herhangi

kan preparatlari, muayeneleri deri

bir

rastlanmamistir. Shar-pei’ lerin de dahil oldugu

ve

kazintilarinda paraziter etkene
kopeklerde ekstremite, aksillar ve perianal bdlgeler
malignant mast hiicre timorlerinin daha ¢ok lokalize
olduklari bélgelerdir (Turk ve ark., 2009). Metastatik
ozellikteki mast hiicre tiimorlerinde bir ¢ok vakada
ilk belirti

frotilerinde ise nadiren mastositozis gorilmektedir.

lenfadenopati olmakta, periferal kan

Olgumuzda kan frotilerinde yogum eozinofili

bulunmasina ragmen 2 yili agkin slredir takibi
yapilan hastada lenfadenopati gorilmemistir.
Kutandz miisindz tanisi konan bir hastada 2 yil igcinde
mast hiicre timori gelisiminin sekillendigi literatur
verilerle desteklenmektedir (Lopez ve ark., 1999). Bu
acidan kutan6z musinosiz mast hiicre timoérinin on
bulgusu olabilmektedir. 2 yili askin siredir takip
edilen olgumuzda mast hiicre timori gelisimi
sekillenmemistir. Biilloz aspiratlarda mast
hiicrelerine rastlanmasina ragmen, punch biyopsi
ile

histopatolojilerinde ise mast hlicre timori

karsilagilmamistir. ~ Primer  idiyopatik  kutanoz
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musindz  tanist  konan  olgumuzda  kutandz
de gorilmesi bu vakayl ilging
kilmaktadir. Madewell ve ark. (1992) benzer bir

bildirimi shar-pei irki bir kopekte yapmislar, kutanoz

mastositozisin

musinosiz ve mastositozu ayni olguda rapor
etmislerdir.
Sonug¢ olarak; Kutandéz musinozis Hekimi

oldukga zorlayan bir hastaliktir. Clinkl hastaligin
iliskili oldugu sekonder durumlar ve tedavisi ile ilgili

literatdr bilgiler olgu bildirileri ve serileri ile sinirhdir.
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Kok Hiicre ve Veteriner Hekimlikte Uygulama Alanlari
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Ozet: Kok hiicre tedavisi, tip ve veteriner hekimliginde son yillarda 6nem kazanmis bir konudur. Kék hiicrelerin; totipotent,
pluripotent ve multipotent olmak lizere (g tlrt bulunmaktadir. Kok hiicreler; embriyonik kék hiicreler (EKH) ve embriyonik
olmayan kok hiicreler veya eriskin tip kok hicreler (ETKH) olarak ikiye ayrilirlar. Embriyonik kék hiicreler blastosist’in i¢ hlicre
kitlesinden elde edilirken; ETKH kemik iligi, periferik kan, adipoz doku, deri, kalp kasi, néronlar, amniotik sivi, gobek kordonu
ve uterus gibi bircok farkl organ veya dokudan elde edilebilirler. Elde edilen bu kdk hicreler; allojenik, otolog, sinjeneik ve
kordon kani seklinde istenilen dokulara nakledilebilirler. Sunulan derlemede, kok hiicrelerin kaynagi, elde edilmesi, transferi
ve bunlarin veteriner hekimlikte kullanimi hakkinda genel bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Kok hicre, Veteriner hekimlikte kullanimi.

Stem Cells and Their Use in Veterinary Medicine

Abstract: Stem cell therapy is an issue, which has recently gained importance in veterinary and human medicine. Three types
of stem cells are presented as totipotent, pluripotent and multipotent. These cells are divided into two groups as embryonic
and non-embryonic or adult type stem cells. While embryonic stem cells are obtained from the inner cell mass of blastocysts,
adult type stem cells are derived from various tissues and organs such as bone marrow, peripheral blood, adipose tissue, skin,
cardiac muscle, neurons, amniotic fluid, umbilical cord, and uterus. The stem cells can be transferred to the target tissues as
allogeneic, autologous, syngeneic, and umbilical cord blood methods. In the present review, general information about the

source, isolation and transfer methods of stem cells and their use in veterinary medicine are given.

Key words: Stem cell, Use in Veterinary Medicine.
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GiRiS

K

kendi kendine yenilenme, ¢ogalma ve farklilasma

ok hiicreler; elde edildigi bolgedeki hiicrelere veya
baska hicrelere dontgebilen, farklilasmamis,
ozelliklerine sahip hiicrelerdir. Bu tip hiicreler birgok
dokuda bulunmaktadir ve bulunduklari dokularda
bozulmus hicrelerin yenilenmesinden sorumludurlar
(Schatten, 2007). Bu hiicrelerin dokuya has o6zellikleri
yoktur, Ozellesmemislerdir ve uygun bir sinyalle
karsilasmadiklari strece farklilasmazlar (Kusti, 2008).
Kok hiicrenin hangi hiicreye farklilasacagini hiicre
Bu
genlerden g¢ikan sinyallere gore degisik hiicre tiplerine
donisebilmektedirler (Glines, 2012).

Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlamak igin 5
kriter belirlenmistir (Erol ve Arican, 2008; Ural, 2006);
1. Uzun

yenileyebilme kapasitesine sahiptirler,

cekirdeginde bulunan genler kontrol ederler.

zaman boélinebilme ve kendini
2. Ozellesmemislerdir,
3. Ozellesmis hiicrelere déniisebilmektedirler,
4. Hasar goren dokuya nakledildiklerinde kaynak
dokuyu islevsel olarak yeniden ¢ogaltabilmektedirler,
5.

durumlarda

In vivo ortamda doku hasarinin olmadigl
bile destek

saglamaktadirlar.

farkhlagsmis  kusaklara

1. KOK HOCRELERIN OZELLiKLERI

1.1. Boliinme ve Kendini Yenileme

K6k hcreler, bulunduklari dokuda onarim igin
hiicreye ihtiyag duyuluncaya kadar o6zellesmeden
bolinebilme yetenegine sahiptirler (Erol ve Arican,
2008). Kok hucrelerin boliinme kapasitesini belirleyen
faktorler telomeraz enzim aktivitesi ve telomerlerin
uzunlugudur. Kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi fazla
oldugundan uzun telomer zincirleri bulunur. Bu
nedenle kok hicreler sinirsiz bolinmeyle kendilerini

kopyalarlar (inan ve Ozbilgin, 2009).
1.2. Kok Hiicrelerin Farklilagmasi

Bir dokudan elde edilen kék hiicrelerin, uygun

ortam sartlar ve uyaranlarla farkli doku hiicrelerine

doniisebilmesi  “plastisite”  (transdiferansiyasyon)
olarak tanimlanir (inan ve Ozbilgin, 2009). K6k hiicreler
birden fazla hiicre tipine farklilasabilmektedir. Genel
olarak ug¢ tir kok hiicre vardir. Bunlar; totipotent,
pluripotent ve multipotent kék hiicrelerdir (Koerner ve
ark., 2006).

Totipotent Kok Hiicre; sinirsiz farklilasma ve
kok

zigottan

farkl

hicrelerdir

yonlere gidebilme 06zelliginde olan

(Erbey, 2008).

itibaren embriyonun erken gelisim evreleri de dahil

Memelilerde,

morula safhasina kadar gelisen hicreler tam bir
organizmay! sekillendirme yetenegindeki totipotent
hiicrelere 6rnektir (Erol ve Arican, 2008).

Pluripotent K6k Hiicre; fertilizasyon sonrasi, pre-
implantasyon doéneminde, besinci giinde olusan
blastosist evresindeki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen, tim germ dizisine (endoderm-ektoderm-
mezoderm) ait dokulari olusturabilme kapasitesinde
olan hiicrelerdir. Bu hiicreler viicuttaki biitiin dokulara
hicrelere
bir
yetenegine sahip degildirler (Koerner ve ark., 2006;
Ural, 2006).

Multipotent Kok Hiicre; gelismenin daha ileri

ve gebeligi destekleyen kaynaklik

edebilmelerine karsin, yeni birey olusturma

evresine ait hicrelerdir ve 6zellesmis hiicre tiplerine
farklilasabilirler. Ozellikle kordon kani, kemik iligi ve
yag dokusundan elde edilen kdk hiicreler multipotent
hiicrelerdir. Pluripotent ya da multipotent kok
daha belirli
farklilasacak olan ata hicreleri olusturmaktadirlar
(Erol ve Arican, 2008; Kiistii, 2008; inan ve Ozbilgin,

2009).

hiicreler sonra hiicre dizilerine

1.3. Kok Hiicrelerin islevi

Kok

nakledilmesiyle kaynak dokuyu islevsel olarak yeniden

hicrelerin hasar  goren dokuya
cogaltabilmesi yaygin olarak hematopoietik (bitin
kan hiicre serilerine doniisebilme yetenegindeki kan

hicreleri) koék hiicrelerde, karaciger ve sinir kok
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hiicrelerinde gérilmektedir. Ornegin; kemik iligi

stromal hucreleri hasarli kalp dokusuna enjekte
edildiginde bu hucreler kardiyomiyositlere
donlismekte boylece hasarli dokuyu

onarabilmektedirler (Kruse ve ark., 2008).

2. KOK HUCRE TiPLERi

Kok hiicreler baslica; Embriyonik Kok Hiicre (EKH)
ve Embriyonik Olmayan veya Erigkin Tip K6k Hucreler
(ETKH) olarak iki gruba ayrilirlar (Erol ve Arican, 2008;
Kiistii, 2008; inan ve Ozbilgin, 2009; Giines, 2012).

2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Konsepsiyon sonrasinda olusan fertilize oosit,
yani zigotun blastomer isimli bélinebilen hicrelerini
icermektedir. Bu hicreler totipotent oOzelliktedirler.
Yani bir organizmayi timiyle yapabilecek potansiyele
sahiptirler (Glines, 2012).

Déllenmeden 4-5 gilin sonra ise bu totipotent
hiicreler daha 6zelleserek blastosistin, Inner Cell Mass
(ICM) olarak adlandirilan i¢ hiicre tabakasindan elde
hicrelere

ortaminda (retilen

kalthr

edilen ve kaltur

donisirler. Bu hicreler ortamlarinda,

farkhlasmadan 1-2 vyil remelerini sdrdirebilirler
(Klstt, 2008; Giines, 2012).

Embriyonik kék hiicrenin eriskin tip kdk hiicreden
farkh ozellikleri vardir. Bunlardan biri; pluripotent
ozellikte hicreler olmalardir. Farklilagma
potansiyelleri eriskin tip kok hiicreden daha fazladir.

Embriyonik kdk hiicrelerin telomerleri uzun oldugu igin

cogalma kapasiteleri ¢ok fazladir ve uzun sire
¢ogalabilirler (Glines, 2012).
Embriyonik  kék hiicrelerin  yaygin olarak

kullanildigi hastaliklar; diyabet, merkezi sinir sistemi
(MSS)

transplantasyonu,

hastaliklar,  karaciger  hastaliklari  ve

kalp hastaliklari ve

transplantasyonudur (Kruse ve ark., 2008).
2.2. Eriskin Tip Kok Hiicreler

dokuda bulunan,
(Ural, 2006).
Organizma yasadig slirece kendi kopyalarini Gireterek,
dokuda bir

Eriskin ~ farkhlasmis  bir

farklilasmamis  hicre  grubudur

bulunduklari hasar oldugunda doku

rejenerasyonunu saglarlar. Eriskin tip kok hicreler
multipotenttir (Glnes, 2012). Kendilerini yenileme
potansiyeli olan bu hiicreler, kaynaklandiklari dokunun
Ozellesmis hiicre tiplerini olusturduklari gibi baska
dokularin hiicrelerine de dénusebilirler (Kisti, 2008).
Eriskin tip kan kok hiicresinden sinir, kas ve karaciger
hiicreleri elde edilebilir. Beyin kok hiicresinden de kan
ve kas hucreleri olusturulabilir. Erigkin kaynakh koék
hiicreler her dokudan elde edilemezler. Su ana kadar
sadece beyin, kas, kemik iligi, deri, dis, sindirim sistemi,
gbz ve pankreastan elde edilebilmislerdir (Glnes,
2012).

2.2.1. Hematopoietik Kok Hiicreler

Eriskin tip kok hicre tirlerinden biri olan
hematopoietik kok hiicreler (HKH), butiin kan hicre
serilerine donisebilme yetenegindedirler.
Hematopoietik kok hiicreler kemik iligi, periferik kan,
kordon kani ve fotal karacigerden elde edilebilirler
(Kiistl, 2008; inan ve Ozbilgin, 2009; Giines, 2012).
Fare, maymun ve insan HKH’leri blastosistlerden kéken
alirlar (Akar ve ark., 2009). Normal fizyolojik durumda,
HKH’ler ve ETKH’ler, sessiz donemde uzun siire

kalabilirler (inan ve Ozbilgin, 2009).

2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal Kok Hucreler (MKH) kemik iligi
stromasi iginde yer alan, erigkin tip kok hucrelerdir.
Daha cok destek hicresi Ozelligi tasiyan fibroblast
benzeri multipotent hiicrelerdir. Uygun kosullarda yag,
kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hiicrelere
farklilasabilirler. Ayrica mezodermal kokenli olmayan
endotel ve noroektoderm de dahil olmak Gzere ¢ok
cesitli hicrelere farkhlasabilirler (Chen ve ark., 2007;
inan ve Ozbilgin, 2009). Kemik iligi, MKH’ler igin ana
kaynak sayilmaktadir. Kas dokusu, dis pulpasi,
karaciger, kordon kani, kordon stromasi, plasenta,
amniyon sivisi, sinoviyal sivi, hatta periferik kandan da
izole edilebilirler. Ozellikle agir hasar durumlarinda,
kemik kiriklari, multi organ yetmezlikleri hallerinde
periferik kandan izole edilmektedirler (Akar ve ark.,

2009).
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2.2.3. Erigkin Tip K6k Hiicre Kaynaklari
2.2.3.1. Kemik iligi Kaynakh Kok Hiicreler

Kemik iligi, heterojen yapidadir ve hematopoietik
kok hiicre, stroma hiicreleri, kan progenitér hicreleri,
eritrosit ve lokosit grubundan olusur (Erbey, 2008).
Kemik iliginden koken alan kok hiicreler; embriyonun
mezoderm tabakasinin farklilagmasindan meydana
gelmektedirler. Bu hiicreler daha sonra MKH’ler olarak
adlandinimistir. Kemik iligi kok hicrelerinin degisim
gosterebildigi doku hiicreleri; kemik hicreleri, adipoz
doku hicreleri, tendo ve ligament hiicreleri ile birlikte
kikirdak ve kas dokusu hiicreleridir (Erol ve Arican,
2008).

Kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin
multipotent karakterde olmasi, kolay alinabilmesi, hizli
cogalabilmesi, elde edilen kok hiicrelerin osteojenik,
kondrojenik, kas ve tendo hiicrelerine degisiminin
daha kolay ve ylksek derecede gerceklesebilmesi
yoninden tercih edilmektedir (Erol ve Arican, 2008;
Kruse ve ark., 2008). Bu yoniyle atlarda tendinitisin
sagaltiminda en yaygin kullanilan MKH’lerdendir (Erol
ve Arican, 2008).

2.2.3.2. Periferik Kan Kaynakh Kok Hiicreler

Periferik kanda sitokinle mobilize edilmis
hematopoietik kék hicreler kemik iligindekilerden iki
kat daha fazla olup, kemik iligi yapilanmasi daha ¢abuk

gerceklesmektedir (Erbey, 2008).

2.2.3.3. Adipoz Doku Kaynakli Kok Hiicreler

Adipoz doku kaynakh kok hucreler multipotent
ozellikte kok hiicrelerdir. Bu hiicreler hem in vivo hem
de

htcrelerdir.

in vitro olarak osteojenik kapasitede olan

Ayrica;  kardiyojenik,  hepatojenik,
kondrojenik, myojenik ve neurojenik hiicrelere de
doniisebilme 6zelligine sahiptirler (Bajada ve ark.,

2008).

2.2.3.4. Deri Kaynakli Kok Hiicreler

Bu kil

rejenerasyonunda ve vyara

follikil

sirasindaki

hiicreler her siklusunda,
iyilesmesi

reepitelizasyonda goérev alirlar (Levy ve ark., 2005).

Deriden alinan kok hiicrelerden neural ve mezodermal
hiicreler elde edilmektedir. Bu neural ve mezodermal
hiicreler arasinda; glia hiicreleri, neuronlar, diiz kas
hiicreleri ve adipositler bulunmaktadir (Koerner ve
ark., 2006; Bajada ve ark., 2008).

2.2.3.5. Kalp Kasi Kok Hiicreleri

Hasarli  miyokardiyumun rejenerasyonunda
onemli kardiak progenitdr hicreler bulunmaktadir.
Mezenkimal kok hiicreler, HKH’ler ve kahverengi yag
kok hiicreleri, kardiyomiyositlere

farklilasabilirler (inan ve Ozbilgin, 2009).

dokusu

2.2.3.6. Noronal Kok Hucreler

Bu

sisteminde en az bulunan ve en primordial hiicrelerdir.

hicreler  farklilasmamis  olarak, sinir

Multipotent karakterli olan bu hicreler, néron,
astrosit ve oligodentrositlerin bitiin alt tiplerine
farklilasabilirler. Sinir sisteminin dejenere veya
hasarlanmis bolgelerinde yeniden ¢ogalabilirler. Ayrica
seri olarak transplante edilebilirler (inan ve Ozbilgin,

2009).

2.2.3.7. Amniotik Sividan Kéken Alan K6k Hiicreler

Amniotik sividan koken alan kok hicreler
embriyonun ekdoderm, endoderm ve mezodermden
kdken alan tim organ ve yapilarin hiicrelerine degisim
gosterebilmektedir.

Multipotent hiicre grubunda

degerlendirilmelerine ragmen, pluripotent 6zellik

gostermektedirler (Bajada ve ark., 2008).

2.2.3.8. Gobek Kordonu Kaynakl Kék Hiicreler

Kordon kani, HKH’ler yéniinden zengin bir yapiya
sahiptir. Eriskin periferik kani ile karsilastirildiginda ise
kordon kani daha fazla progenitor hicre igerir. Ancak
kordon kani hicreleri olgunlagmamistir ve sitokin
yapimi eriskin kdk hicrelerinden daha distktar.
Kordon kaninin dondurulmasi islemleri nedeniyle kok
hiicrelerin miktari azalir. Bu nedenle nakil daha ¢ok
cocuklarda tercih edilir (Erbey, 2008).

Gobek kordonu kaynakh kok hiicreler; gdbek
Wharton
edilmektedir. Gobek kordonundan elde edilen kok

kordonu kani ve Jelatini’'nden elde
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hiicreler hem pluripotent hem de hematopoietik
ozellik tasirken, Wharton Jelatini’'nden elde edilen kok
hucreler ise multipotent o6zellik tasimaktadir. Bu
hiicreler daha zayiftir ve lokalize olduklari yerlerde
immunosupressif etki gdstermektedirler. Kordon kani
onemli bir kok hicre kaynagl olarak bilinmekte ve
kemik iligi ya da perifer kan kok hicrelerinden daha
fazla miktarda kok hiicre icermektedir (Koerner ve ark.,
2006; Erol ve Arican, 2008).

2.2.3.9. Uterus Kok Hiicresi

insan myometriyumu ve
endometriyumundan, eriskin kék hiicre aktivitesi olan
kok hicreler elde edilmistir. Endometriyumun bazal
katinda bulunan kdk hicreler tarafindan sirdirilen
daha

Gunumuzde halen endometriyal kék hicrelerin tam

yenilenme, miyometriyumdan fazladir.

anlamiyla taninmasi ve karakterize edilmesine ihtiyag
duyulmaktadir (Gargett, 2007).

3. KOK HUCRE ELDE EDILMESI

3.1. Embriyonik Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

Blastosist i¢c hticre kitlesinden kdék hicre elde
edilmesi mekanik ve immun cerrahi izolasyon yontemi

olmak uzere iki yolla yapilmaktadir (Karasahin, 2012).
3.1.1. Mekanik izolasyon

Mekanik

dizileri

izolasyonda embriyonik koék hicre

kiilltire edilmis blastosistlerin  mekanik
diseksiyonu ve trofoblast tabakasinin igne ile kismi
uzaklastiriimasi veya zonasiz embriyolarin dogrudan
mitotik olarak inaktif fibroblast hiicreleri (zerine

yerlestiriimesiyle elde edilmektedir. Trofoblast

hiicreleri uzaklastirilmadiginda veya kismen
cikarnildiginda i¢ hicre kitlesi trofoblastlarla birlikte tek
tabaka halinde biiyiir. i¢ hiicre kitlesi yeterli biyiikluge
ulastiginda ise ayrilarak kultlre edilir. Fibroblastlar
Uzerinde c¢ogalan EKH kolonileri, iki-li¢ glinde bir
pasajlama yapilarak yeni kiltur payetlerine ekilir. Elde
edilen EKH’ler uygun kiltir ortaminda farklilasmadan
cogalabilir ve yaklasik alti ay-bir yil kadar pluripotent

ozelliklerini koruyabilirler (Karasahin, 2012).

3.1.2. immun Cerrahi Yontemi

immun cerrahi izolasyonda, blastosist zona
pellusidasi, pronaz enzimiyle eritilir, 20 dakika anti-
insan serumu antikoru sonrasinda 30 dakika da kobay
komplemani ile muamele edilir. Daha sonra insan veya
fare embriyosu, insan veya fareye karsi gelistirilmis
serum antikorlariyla inkibe edilir. Antikorun blatosist
gegisi
engellenmekte ve i¢ hicre kitlesine antikor temasi

icine trofoblast  hicreleri  tarafindan
olmamaktadir. Antikor yikandiktan sonra blastosist
kompleman iceren soliisyon igine alinarak, hiicre lizisi
belirgin hale gelene kadar bekletilir. inaktive olmus i¢
hiicre kitlesi, fare embriyonik fibroblastlari Gzerinde
kiltire edilir. Kdltir ortamindan Losemi inhibitor
faktor (LIF) veya besleyici tabaka uzaklastinldiginda,
EKH’ler sivi kiiltiirde kendiliginden farklilasmaya baslar
ve embriyonik cisimcikleri olustururlar (Karasahin,

2012).

3.2. Hematopoietik Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

Otolog nakillerde kdk hicre kaynag olarak
¢ogunlukla periferik kandan elde edilen HKH’ler
HKH, iligi,
periferik kan ve kordon kani olmak lizere ¢ kaynaktan
elde edilmektedir (Gilbas, 2010).

kullanilmaktadir. Glnumizde kemik

4, KOK HUCRE NAKLI
4.1. Allojenik Kok Hiicre Nakli

Allojenik kék hiicre nakli; saglikh vericiden alinan
hematopoietik kok hicrelerin, aliciya yuiksek doz
kemoterapi sonrasi verilmesi islemidir. Vericinin kemik
iliginden ya da periferik kanindan toplanan kok
hiicreler kan bankasinda islemden gegtikten sonra
hastaya ayni gilin icinde ve dondurulmadan kateter

yoluyla inflize edilir (Erbey, 2008).

4.2. Otolog Kok Hiicre Nakli

Otolog kok hiicre nakli; kisinin kendisinden alinan
kemik iligi/periferik kan kok hiicrenin, dimetil stlfoksit
(DMSO) vya da hidroksietil (HES) ile
dondurularak; -135 °C mekanik dondurucu, -156 °C
buhar ya da -196 °C nitrojen tanklarinda saklanip,

starch
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ylksek doz kemoterapi sonrasinda kisiye verilmesi
islemidir (Erbey, 2008).

4.3. Sinjeneik K6k Hiicre Nakli

Hastanin tek yumurta ikizinden koék hicre
toplanarak yapilan allojenik kék hicre naklidir (Erbey,

2008).

4.4. Kordon Kani Kok Hiicresi Nakli

Allojenik kok hucre nakli gibidir. Ancak burada
kullanilan kok hucreler, doku grubu uyumlu kardesin
dogumu sirasinda toplanan kordon kani kok hicreleri
veya akraba digi vericiden toplanan kordon kani kok
hiicreleridir (Erbey, 2008).

5. K6k Huicrelerin Veteriner Hekimlikte Kullanimi

Kok hicreler klinik veteriner hekimlikte yaygin

olarak atlar ve kopeklerde iskelet ve kas

yaralanmalarinda kullanilmaktadirlar (Fortier ve
Travis, 2011). Bunun disinda karaciger hasari, diyabet,
miyokardial enfarktiis, retina hastaliklar, kemik iligi
hastaliklari gibi birgok hastalikta kullaniimaktadir
(Fortier ve Travis, 2011; Zhou ve ark., 2011; Gattegno-
Ho ve ark., 2012).

Mezenkimal kok hicreler atlarda kemik iligi,
kordon kani ve yag dokudan elde edilmislerdir. Bu
dokulara ek olarak amniyondan da mezenkimal kok
hiicre elde edilmis ve kondrositlere farklilasmasi
saglanmistir (Violini ve ark., 2012). Atlarda kordon
kanindan mezenkimal kok hiicresi, dogum sirasinda
non-invaziv kordon kani alinmasi sonrasinda izole
edilebilir (Koch ve ark., 2007). Kemik iligi sternum ya
da tuber koksadan sedasyon altinda veya anestezi
halindeki attan operatif yolla toplanabilir (Fortier ve
Travis, 2011). Atlarda kok hicre kaynagi olarak
periferik kan da kullanilabilmektedir (Marfe ve ark.,
2012).

Képeklerde pankreastan, progenitér hiicre
kiimesi potansiyeli olan, kiiclk hiicreler elde edilmistir
(Petropavloskaia ve Rosenberg, 2002). Hasar gormis
kopek kalbinden, kardiak kok hicrelerin izole
edilmesiyle, kardiyak enfarktislerde kok hiicre tedavisi
ile iyilesme siirecinin

hizlanacagl saptanmistir

(Gattegno-Ho ve ark., 2012). Kemik iligi toplanmasi

islemi kopeklerde proksimal humerus, proksimal
femur ya da tuber koksadan yapilabilmektedir (Fortier
ve Travis, 2011).

Koyunlarda kordon kani, invaziv olarak, cerrahi
yontemle intrauterin olarak toplanmistir. ineklerde
iliak krestten toplanan kemik iliginden elde edilen
denemelerinde

mezenkimal kok hiicreler viroloji

kullanilmak lzere osteositlere
farklhlastirilabilmislerdir. ineklerde kordon kanindan
alinan ornekler ¢ok sayida kiiltiire edildikten sonra,
kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelere
benzer hiicreler elde edilmistir (Raoufi ve ark., 2011).

Veteriner hekimlikte sagaltim amach kok hiicre
uygulamasi, ilk kez atlarda suspansor ligamentin
dezmitisinin tedavisinde uygulanmistir. Bu uygulama,
sternumdan alinan saf kemik iligi aspiratinin yiksek
dozda, direkt hasarli ligamente uygulanmasi
seklindedir. Atlar ve kopeklerde mezenkimal kok
hiicrelere dayali tedavi yaklasimi daha ¢ok tendo,
kikirdak-kemik

kullanilmaktadir (Fortier ve Travis, 2011). Koroner

ligament veya hasarlarinda
Ulser ve retinal ayrilma olgularinda, atlarin periferik
kanindan elde edilen kok hicreler, direkt lezyon
bolgesine veya intraventz vyolla uygulanmaktadir
2012).

hicreler,

(Marfe ve ark,, Domuzlarda uyarilmis

pluripotent  koék retinal kok hiicre
transplantasyonunda kullaniimislar ve basarili bir
sekilde rot fotoreseptdr tabakasina farklilagmiglardir
(Zhou ve ark., 2011). Képeklerde, kemik ve kemik iligi
hastaliklarinda kullanilan embriyonik kok hiicreler,
hematopoietik hiicrelere

farklilasabilmislerdir (Schneider ve ark., 2007).

progenitor

SONUC

Sonug olarak; kok hiicrenin elde edilmesi, nakli ve
sagaltim amagh  kullanimi
biridir.  Ancak,

hekimlikte kok hiicre daha ¢ok deneysel calismalarla

glinimizin glncel

alanlarindan ozellikle  veteriner
sinirli olup, pratikte henliz yeterince uygulama alani

bulamamistir. Bununla birlikte, yakin gelecekte,
veteriner hekimlikte bircok hastaligin tedavisinde kdk

hiicrenin 6nemli bir uygulama alanina sahip olacagi
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disinilmektedir.
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Disi Genital Kanalda Sperm Hiicrelerinin ilerlemesini Saglayan Faktérler*

Ali Dogan OMUR*™

1. Atatiirk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Erzurum, TURKIYE.

Ozet: Disi genital kanalda sperm hiicrelerinin ilerlemesini ¢ok sayida faktdr etkiler. Bu faktérler genel olarak mekanik,
hiicresel, hormonal, kimyasal faktorler seklinde siniflandirilabilir. Fertilizasyon bagh basina bir dizi kompleks hiicresel ve
molekiiler reaksiyonlar zinciri sonucunda sekillenir. ileri yénde hareket etme kabiliyetine sahip spermatozoonlar disi genital
kanala aktarildiktan sonra fertilizasyona kadar gecirdigi stirecte kendi hareketleri ve disi genital kanalin kontraksiyonlariyla
tasinmaktadirlar. Hipofiz arka lobundan oksitosin hormonunun salgilanmasi ve sperma igerisinde bulunan prostaglandinlerin
disi genital kanal kaslarinda gli¢li kontraksiyonlar meydana getirmesi de spermatozoonlarin tasinmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ejakulasyon sonrasinda, spermatozoonlar erkek eklenti bezleri tarafindan salgilanan proteinlerle kaplanmis
durumdadir. Bogada, bu proteinler PDC-109 (BSP-A1/-A2), BSP-A3 ve BSP-30-kDa gibi sigir seminal plazma proteinlerinden
olusmaktadir. PDC-109 sperm hicrelerini ovidukt epitelyumuna baglayarak oviduktta sperm rezervinin sekillenmesinde rol

oynamaktadir. Fertilizasyonu dogrudan etkileyen bu faktorlerin irdelenmesi bliylik 6nem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Disi genital kanal, Sperm hiicreleri.

The Factors Ensuring the Progress of Sperm Cells in the Female Genital Tract

Abstract: Numerous factors affect the progress of sperm cells in the female genital tract. These factors generally can be
classified as mechanic, cellular, hormonal, and chemical factors. Fertilisation occurs as a result of a series of complex cellular
and molecular reactions. Spermatozoa having the ability to move forward are transported by their own movements and by
contractions of the female genital tract in the fertilisation process after being transferred thorough the female genital tract.
Secretion of oxytocin from the posterior lobe of the pituitary and effectuate powerful contractions of prostaglandins in semen
on the muscles of female genital tract play an important role in the sperm transport. After ejaculation, spermatozoa are
coated with proteins, as secreted by male accessory glands. In bulls, these proteins consist of cattle seminal plasma proteins
such as PDC-109 (BSP-A1/-A2), BSP-A3 and the BSP-30-kDa. The PDC-109 plays a role in the formation of sperm reserves in
the oviduct by connecting the sperm cells to the oviduct epithelium. Investigation of these factors affecting the fertilisation

possesses great importance.

Key words: Female genital tract, Sperm cells.
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GiRiS

K opulasyon veya

spermanin disi genital kanala aktarimini takiben

suni tohumlamadan sonra

spermatozoonlar, sayilarinda ve fonksiyonlarinda
degisiklik yapacak bir dizi faktorlerin etkisine maruz
kalmaktadirlar. Bir ¢ogu fagosite olurlar, bir kisminin
da ters yonde ilerlemesi (retrograde transport) nedeni
ile disi genital kanaldaki sayilari azalir. Geriye kalan
gecip
fekondasyon bdlgesi ovidukta ulasmaya calisirlar ve

spermatozoonlar ise serviks ve uterusu
oositi dolleyebilmeleri igin kapasitasyona ugrarlar.
Oositle karsilastiklarinda akrozom reaksiyonu gegirirler

ve ardindan fertilizasyon stireci baslar (Senger, 1999).

Seminal Plazma

Seminal plazmanin fizyolojik goérevi erkek
gametlerini disi genital organlarina aktaran tampon
sivi olarak gérev yapmak ve spermatozoon hareketini
kolaylastirmaktir. Seminal plazma tiirlere gore farkl bir
hacme sahip olmakla birlikte, spermatozoonlar igin
besin maddeleri ve yogunlugu diizenler. Fruktoz ve
sorbitol gibi spermatozoa tarafindan direkt olarak
kullanilabilen  eneriji

kaynaklarini blinyesinde

bulundurur. Spermatozoonlarin  fonksiyonlarini
modile eder, spermanin olgunlasmasinda rol alarak
disi genital sisteminde kapasitasyon islemlerinin ve
gamet basamaklarini

etkilesimlerinin  kompleks

yonlendirir (Cevik ve Tuncer, 2005).

Spermanin Disi Genital Kanala Aktarilmasi

Sperma disi genital kanala dogal asim ile
aktarildiginda vajinanin kranialine, suni tohumlama
uygulamasinda ise serviks, korpus uteri ve kornu
uteriye birakilmaktadir. Dolayisi ile fekondasyon
bolgesine tasinmada dogal asim ile vajinaya birakilan
spermatozoonlar serviks bariyerini gecmek
zorundadirlar. Ayrica bir 6striiste birden fazla hayvan
ile giftlesen tirlerde farkli bireylerin spermatozoonlari
rekabete yol agmakta ve dogal seleksiyon olusumuna

yol agmaktadir (Austin ve Short, 1976)

Spermanin Disi Genital Kanalda Taginmasi

Fekondasyonun olusabilmesi icin kapasite olmus
yeterli sayida spermatozoonun ovulasyon esnasinda
oviduktta bulunmasi gerekmektedir. Ejakulasyondan
sonra disi genital kanala birakilan spermatozoonlar,
genital kanal salgilari ile karsilagirlar. Genital kanal
salgilari spermatozoonlari koruyucu ve uyarici etkiye
sahiptir. Spermatozoonlar ilk asamada serviks ve
myometrium kontraksiyonlari ile uterusa tasinirlar.
Pasif olarak gerceklesen bu tasinma isleminde;
tohumlamanin veya giftlesmenin etkisi ile olusan néro-
hormonal uyarimlar ve seminal plazma igerisinde
bulunan maddelerin (prostaglandin) myometrium
kontraksiyonlarini uyarmasi énemli rol oynamaktadir.
Spermasini vajinaya birakilan tiirlerde ilk engeli serviks
Servikal mukus

olusturmaktadir. miselleri,

spermatozoonlari servikal kriptler arasina

yonlendirerek burada sperm rezervlerinin

olusmasinda ve serviks engellerinin asilmasinda
onemli rol oynar. Servikal kriptler spermatozoonlarin
yasamasi icin uygun bir ortam olusturmanin yaninda
spermatozoonlari, serviks [imeninden vajinaya dogru
akan garadan korur. Genel olarak ise spermatozoonlar
icin disi genital kanalda mekanik (kivrimlar, kriptler,
silyumlar), fiziko-kimyasal servikal

(vajinal salgi,

mukus) ve immunolojik engeller bulunmaktadir
(Coyan, 2005). Utero-tubal baglanti yeri farkh tiirlerde
degisken darlktadir ve sperma tasinmasinda acik
olarak bir bariyer olusturur (ileri ve ark., 2002).

Disi Greme kanali 6stris siliresince 6stradioliin
etkisi altindayken, noétrofiller 6zellikle vajina ve uterus
mukozasini immunolojik

kusatirlar. acidan

spermatozoonlar, disi genital kanal i¢in yabanci
materyallerdir. Bunun sonucu olarak, nétrofiller 6lu
veya canl ayirt etmeksizin spermatozoonlari fagosite
etmektedirler. Aslinda bir tek notrofil, motil olsalar bile
birka¢g spermatozoonu fagosite edebilir. Calismalar
gostermistir ki; spermatozoonlarin uterusa girisinden

sonraki 6-12 saat igerisinde uterus mukozasindan
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uterus bosluguna buyiik 6lglide nétrofil infiltrasyonu
olmaktadir (Senger, 1999).

Spermanin Disi Genital Kanalda ilerlemesini Saglayan
Baslica Onemli Etkenler

Mekanik faktoérler

Genital kanaldaki diz kas kontraksiyonlari, silyal
vurumlar, uterus ve tuba uterinadaki sivi akimlari ve
spermatozoon flagellar aktivitesi spermatozoonlarin
tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hawk HW,
1983; Miki ve Clapham, 2013).

icerisinde ovum yoénine silyumlari ile vurus yapan

Ayrica ovidukt

kinozilien hiicreleri de tasinmaya yardimci olurlar (ileri
ve ark., 2002).

Flagellasyon (kamgilama)

Spermatozoonun serviksin katmanlarina giris

yapmasinda gereklidir ve utero-tubal bdlgeyi
gecmesinde, istmustan ampullaya hareketinde ve
ovuma penetrasyonunda baslica rol oynamaktadir

(Hawk HW, 1987)

Hormonal etki

Prostaglandin Faa, oOksitosin, 0&stradiol gibi
hormonlarin da
pozitif etkileri vardir (Hawk HW, 1983). Ostradiol,

ozellikle

spermatozoonlarin  taginmasinda

miyometriyumun  kasilmasini  uyarir.
Spermadaki prostaglandinlerin de ( PGF.. ve PGE:)
uterus ve oviduktun tonusu ve motilitesinde artisa
1999).

Hormonlarin yaninda fenilefrin (vazokonstruktif etkili)

sebep olduklari  bildirilmistir ~ (Senger,
ve ergonovin (oksitosin etkili) gibi maddelerin sperm
tasinmasini artirdigi bildirilmistir (Hawk HW, 1983).
Stres faktorlerinin etkisiyle salgilanan adrenalin,
asetilkolin ve histamin ise uterus kontraksiyonlarini
engelleyerek olumsuz

sperm tasinmasini ybénde

etkilemektedir (Busch ve Holzmann, 2001).

Servikal Mukus

ineklerde &striis esnasinda serviksten salgilanan
mukus iki tiptir. Sialomusin olarak adlandirilan birinci

tip, diistik viskoziteye sahiptir. Servikal kriptlerin bazal

bolgelerindeki  hucreler  tarafindan  olusturulur.
Sulfomusin olarak adlandirilan ikinci tip mukus ise,
servikal epitelin apikal alanlarinda salgilanir ve yiiksek
viskositeye sahiptir (Senger, 1999). Servikal mukusun
ovaryen siklusun folikller fazinda Ostrojenin etkisi
altinda daha sulu, daha az viskoz ve daha bol olmasi
dolayisiyla spermatozoa tasinimi siklusun  bu
déneminde daha kolaydir. Buna karsin siklusun luteal
fazinda progesteronun etkisi altinda servikal mukus
yetersiz ve kismen viskoz olmasi nedeniyle sperm
tasinimi igin elverisli degildir (Hunter, 1995; Suarez,

2006).

Spermatozoa motilitesi

Ozellikle serviksin ve utero tubal bélgenin
gecilmesinde ve zona pellusidanin penetrasyonunda
spermatozoonun motil olmasi gerekir.
Spermatozoonun motilitesi bazi endojen ve eksojen
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Glikolizis ve
solunum, spermatozoanin ejakulat icindeki hareketini
saglayan faktorlerdir. Ayrica ejakulat igindeki
spermatozoa yogunlugu da motilitede 6nemli rol
oynar. Seminal plazma igerisinde bulunan baz
maddelerin de motiliteyi arttirici 6zellikleri vardir.
Bunlar arasinda Mn, Zn, kafein, FMP (Forvard Motility
Protein) ve theofillin sayilabilir (Busch ve Holzmann,

2001).

Vajinal Sivi

Tavsanlar, ruminantlar ve primatlar gibi ciftlesme

zamaninda spermasini anterior vajinaya birakan
hayvanlarda vajinal sivi, spermatozoonlarin genital
organlarin ileri kisimlarina dogru tasinmalarinda
karsilastigi ilk fizyolojik medyumdur. Vajinal sivi esasen
servikal salgilardan kaynaklanan kompleks bir bilesime
sahip biyolojik bir Griindlir (Odeblad, 1968). Vajinal
sivinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri hormonal etkiyle
siklik degisiklikler gosterir (EI-Banna ve Hafez, 1972).
Servikal salgilar folikiiler faz veya Ostrojen etkisine
bagli bazi kosullarda sperm niifuzu igin elverislidir.
Luteal faz veya gestagen etkisine bagl durumlarda ise
sperm nufuzu igin elverisli degildir. (Rutllant ve ark.,

2002).

208



Disi Genital Kanalda Sperm...

Omiir

Sutgl ineklerde yapilan bir g¢alismada, &striste
elde edilen vajinal sivinin yapisiyla sperm hareketi
arasinda yakin bir iliskinin oldugu belirlenmistir (Lopez-
Gatius ve ark., 1994). Sperm migrasyon etkinligi,
vajinal sivinin yogunlugunun disik olmasina baglidir.
Ostriisiin ortasi spermin uterusa ulasmasi icin elverisli
bir dénemdir. (Rutllant ve ark., 2005).

Sekil 1. Vajinal sivi 6rneginde spermatozoonlarin
fotomikrografisi (Rutllant ve ark., 1999).

Figure 1. Photomicrography of spermatozoa in vaginal
fluid sample (Rutllant et al., 1999).

Hiperaktivasyon

Hiperaktivasyon  sonucu spermatozoonlarin

kuyruklarinda kamg¢i benzeri hareketler gozlenir.
Hiperaktivasyonun olusumu ise spermatozoonlarin

kalsiyum alimiyla ilgilidir (Yanagimachi ve Usui, 1974).

Diger Faktorler

Herediter, immunolojik, psikolojik etkenlerdir.

Suni tohumlama esnasinda oOzellikle vajina ve
serviksteki psikokimyasal ve immiinolojik faktorler
(Hafez, 1979).
termotaksinin sperm transportunda kismi olarak etkili

oldugu bildirilmistir (Bahat ve ark., 2012).

sperm tasinmasini etkiler Ayrica

istmusun Kaudalinde Rezervlerinin

Olusturulmasi

Sperm

Ostriis siiresi uzun olan evcil hayvanlarda 6striis
baslangicinda yapilan asimlardan sonra disi genital
kadar

yeteneklerini

kanalda spermatozoonlarin  ovulasyona

yasayabilecekleri, doélleme

koruyabilecekleri sperm depolari  olusturmalari

gerekmektedir. Bu nedenle gerek spermasini uterusa
gerekse vajinaya birakan tirlerde oviduktun kaudal
istmus bolgesinde sperm depolari olusturulmaktadir.
Sperm deposu olarak gorev yapan istmusun gorevleri
arasinda; spermatozoonlarin yasayabilmeleri igin

uygun ortam olusturulmasi, kapasitasyonun ve

anormal spermatozoonlarin seleksiyonu ile

fekondasyon bolgesine ulasacak spermatozoon
sayisinin sinirlandiriimasi sayilabilir. istmus bélgesinin
Ozelligi; lumeninin asin dar olmasi, viskoz salgisi ile
mikrovilluslu ve silyumlu hiicrelere sahip olmasidir.
istmus bélgesinde spermatozoonlar tiire bagli olmakla
birlikte 24 kadar

kalabilmektedir. Spermatozoonlarin bu

saatten 5-6 glne canh
bolgede
yasamalarini surdirebilmeleri fagositozdan
korunmalarina, enerji kaynaginin bulunmasina ve
erken kapasitasyonun 6énlenmesine baglidir (Coyan,
2005).

Utero-tubal kavsak ve kaudal istmus fertilizasyon
yetenegine sahip spermatozoonlarin depo bdlgesidir.
Ayni zamanda oviduktal mukus da spermatozoonlarin

depolanmasina katkida bulunur (Suarez ve ark., 1997).

Spermanin Disi Genital Kanala Aktarildiktan Sonra
Ugradigi Yapisal ve Fonksiyonel Degisiklikler

BUtin memeli tirlerinde, spermatozoa disi

genital kanalina birakildigi anda délleme yetenegine
sahip degildir. Bundan dolay! fertilizasyona hazirhk
slirecinin gegirilmesi gerekir. Bu siireg; maturasyonu,
baslangictaki membransel degisimleri yani
kapasitasyonu ve ardindan akrozom reaksiyonunu

kapsar (Akyol, 2005).

Spermatozoa Kapasitasyonu ve Akrozom Reaksiyonu

Disi genital kanalinda ~meydana gelen

kapasitasyona yiliksek konsantrasyonlarda bulunan

glikozaminoglikanlar neden olur. Kapasitasyon

yerindeki heparin ve heparin benzeri

glikozaminoglikanlar (heparin silfat, kondroitin silfat,
gibi)
kapasitasyonu igin fizyolojik stimilatorlerdir (Parrish
ve ark., 1989).

hiyallrinik  asit boga spermatozoonlarinin
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Akrozom reaksiyonu ise spermatozoonun plazma
membrani ile dis akrozomal membranlari arasindaki
birlesmeler ve bu membranlar arasinda enzimlerin
disa salinmalarina neden olan membran
yikimlanmalarini kapsar (Fléchon ve ark., 1986).

Memelilerde fertilizasyondan hemen 6nce
spermatozoonlar yiksek oranda motilite glcline
ulagirlar. Bu durum spermatozoonun fertilizasyon
yeteneginin kritik bir élgttudur. Clinki fertilizasyonun
tamamlanabilmesi igin

spermatozoonun ge¢cmek

zorunda oldugu, kumulus hiicre katmani, zona
pellusida ve ooplazma membrani gibi Gi¢ 6nemli engel
vardir. Ca** iyonlari spermatozoonlarin hiicre ici cCAMP
miktarinin artmasina ve motilitenin uyarilmasina yol

acmaktadir (Akyol, 2005).

Spermatozoonlarin Disi Genital Kanalda Yagsam Siiresi

Ovumun yasam siiresi ortalama 6 saat kadardir

ve fertilizasyon kabiliyeti birka¢ saat igerisinde
azalmakta sonrasinda ovum o6lmektedir. Bu nedenle
optimal fertilizasyon sonuglarinin elde edilebilmesi
icin, spermatozoonlarin ovulasyon zamaninda veya
oncesinde fertilizasyon yerinde hazir bulunmalari
gerekmektedir. Buradan spermatozoonlarin ovumdan
daha uzun bir yagam ve fertilizasyon kabiliyetine sahip
oldugu anlasiimaktadir. Bu sire yani
spermatozoonlarin fertil yasam sireleri genellikle bazi
istisnalarin disinda inek ve diivelerde 24 saat olarak

kabul edilmektedir (ileri ve ark., 2002).

Sperma-Uterus Etkilegimi

Evcil hayvanlarin uterusu, sperma ile uterus
etkilesiminde cift role sahiptir. Bunlardan birisi, uterus
kontraksiyonlarinin spermatozoonlari uterusa dogru
tasimasi, digeri ise fazla spermatozoitleri uterustan
uzaklastirmasidir.  Sperm ve seminal plazma
muhtemelen uterus kontraksiyonlarini uyarir. Seminal
plazma, uterusta immin sistemi baskilayici etkiye
sahiptir. Sperma-uterus etkilesimi, tohumlama tipi,
motilite, motil sperm yogunlugu ve seminal plazmanin
degistirilebilir

varligi ya da yoklugu tarafindan

(Gundogan ve Ucgar, 2003).

Fertilizasyon

Fertilizasyon veya déllenme, haploid kromozom
yapilarina sahip disi ve erkek gamet hicrelerinin
birlesmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu amagla normal
bir fertilizasyonda bir tek spermatozoon ovum

plazmasi igerisine girmekte ve ovum aktive

edilmektedir. Spermatozoonun aktivasyonu olmadigi

durumlarda ovum béliinmemekte ve boylece de

embriyonal gelisme olmamaktadir. Butin giftlik
hayvanlarinda  fertilizasyonun  yeri,  oviduktun
ampullasinin  istmusa  gectigi  bodlge  olarak

tanimlanmakta ve spermatozoonlarin fertilizasyon
yerine yalnizca ovulasyon zamaninda gog ettikleri,
ovulasyon dncesinde oviduktun spermatozoon deposu
olan istmus bélgesinde bulunduklari bildirilmektedir
(ileri ve ark., 2002).

Flizyon, Aktivasyon, Penetrasyon

Ovule olan bir ovum, kumulus hicreleri

tarafindan ortilmus durumdadir ve hiicrelerin miikdz
Kumulus ovum

substansi  bir hyaluron asididir.

kompleksi icerisinde hyaluron asidinin roli ise,
ovumun oviduktun fibrilleri tarafindan identifiye ve
transport edilmesi seklinde agiklanmaktadir. Kumulus
hiicrelerinin kapasitasyon ve fertilizasyon tzerine olan
pozitif  etkileri yaninda, bu hicreler ayrica
spermatozoonlar lizerinde bir de kimyasal taksis
olusturmaktadirlar ve bu olay korona radiata
hicrelerinin de varligina bagh olarak, fazla miktarda
spermatozoonun ovumun zona pellusidasi igerisine
girebilmesinde etkili olmaktadir. Zona pellusida
Uzerinde spermatozoon reseptoérleri bulunmaktadir ve
sigirlarda spermatozoonlarin uygun baglanma yerleri
tahminen membranidir.

plazma Boylece de

spermatozoonlarin  zonaya baglanmasi, akrozom
reaksiyonunun tamamlanmasindan hemen 6énce zona
pellusidanin yiizeyinde meydana gelmektedir (ileri ve

ark., 2002).

SONUC
Spermatozoonlar igcin  fertilizasyon  yerine
varabilmek kolay bir gorev degildir. Utero-tubal
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baglanti yeri tasinma sirasinda kismi bir bariyer
olustururken, vajinaya ejakule edilen sperma igin de
serviks uteri ayni anlami tagimaktadir. Ayrica sperma,
disi de

sulandiriimaktadir. Sperm hicrelerinin disi genital

genital organlarin  sekretleriyle iyice
kanalda ilerlemelerini saglayan ¢ok sayida etkenin ve
hala saptanamamis faktérlerin olmasiyla birlikte genel
anlamda sperm hicrelerinin ilerlemesinde mekanik
etkiler, hormonlar, genital kanal sivilari, spermatozoon
motilitesi  rol  oynamaktadir. Bu  baglamda
spermatozoonlar fertilizasyon bolgesine sadece kendi
hareketleri ile varamamaktadirlar. Zira
spermatozoonlarin hizi saniyede 80-100 p civarindadir
ve bu siratle fertilizasyon yerine ancak 1,5-2 saatte
varabilirler. Gergekte ise  spermatozoonlarin
fertilizasyon yerine varmalari icin gerekli siire, tabii
veya suni tohumlamadan sonra yaklasik 5 dakika
olarak kabul edilmektedir (ileri ve ark., 2002).
Spermanin disi genital sistemi icerisinde tasinmasina
etki eden faktorlerin detayli olarak arastirilmasi ile
olasi olumsuz faktorlerin ortadan kaldirilabilecegi ve
bu

etkilenebilecegi diisinilmektedir.

anlamda fertilite oranlarinin olumlu ydnde
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Ozet: Steroid bir hormon olarak kabul edilen D vitamini bitkisel kokenli ergosterol (vit-D2) ve hayvansal kékenli olup deride
7-dehidrokolesterolden tiireyen kolekalsiferol (vit-D3) seklinde siniflandiriir. D vitaminleri kalsiferoller olarak ta
adlandirilirlar. D2 ve D3 vitaminleri ayni yolla metabolize edilirler ve oncelikle karacigerde 25-(OH) D3’e gevrilir, ardindan
bobrege tasinarak D vitaminin aktif formu olan 1,25-(0H)2 D3’e donlsturilirler. D vitamini, metabolizmada basta kemik ve
iskelet sistemi olmak tizere birgok dnemli fonksiyona sahiptir. Kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda rol alarak, kalsiyum ve
fosforun bagirsaklardan emilimini saglar. D vitamini ayni zamanda parathormonun salinimini 6nler. Yine D vitamini birgok
hastalik ve kanser tiriine karsi koruyucu etkilere sahiptir. Genel olarak D vitamini yetersizligi metabolizmada kemik ve
iskelet sistemi rahatsizliklari olarak kendini gdsterir. Ozellikle insan ve hayvanlarin yavrularinda gézlemlenen rikets ve onun
erigkinlerdeki sekli olan osteomalasi D vitamini yetersizliginde en sik goriilen hastaliklardir. D vitamini yetersizliginin en
onemli sebepleri arasinda giines isigina yeteri kadar maruz kalmama yer alir. D vitamininin fazla miktarlarda alinmasi da

metabolizmada toksik etkiye yol agarak, dontisimi olmayan problemlere sebebiyet verir.

Anahtar kelimeler: D vitamini, Metabolizma.

Vitamin D and Its Importance for the Metabolism

Abstract: Vitamin D, accept as a steroid hormone, is an ergosterol (vit-D,) of plant and animal origin. It is classified as
cholecalciferol (vit-D3) derived from 7-dehydrocholesterol in the skin. Vitamins D are also called as calciferols. Vitamins D,
and D3 are metabolised in the same way, and at first, they are converted to 25-(OH) D3 in the liver, then they are migrated
to kidney and converted to 1,25-(OH), Ds is an active form of vitamin D. Vitamin D has many functions in metabolism,
particularly in osseous and skeletal system. By having a part in calcium and phosphor metabolisms, it enables them to be
absorbed in the intestines. It has also protective effects against a number of diseases and cancer types. Hypovitaminosis D
manifests itself generally as bone and skeletal system disorders in metabolism. The most frequently observed diseases
related to hypovitaminosis D are mainly the rickets in children and osteomalacia in adults. Limited exposure to the sunlight
is among the most important reasons lying behind hypovitaminosis D. Further, the excessive intake of vitamin D leads to

toxic effects and irreversible problems in the metabolism.

Key words: Vitamin D, Metabolism.
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GiRiS
V itaminler cesitli biyokimyasal islevler icin gerekli
olup organizma tarafindan ya yetersiz
sentezlenirler yada hi¢ sentezlenmezler, bu sebeple
diyetle disaridan alinirlar. Genel olarak yesil bitkiler
bu besin maddelerinin ana kaynagidirlar (Munzuroglu
ve ark., 2000). Vitaminler metabolizma igin 6nemli
vitamin

fonksiyonlara  sahiptirler.  Pek  ¢ok

yapan
girerek biyolojik olaylarin

metabolizmada  goérev enzimlerin  ve

proteinlerin  yapisina

diizenlenmesini  saglar. Ornegin; askorbik asit

metabolizmada bircok tepkimede gorev vyapar.
Bunlardan en 6nemlisi kollojenin sentezinde yer alan
prolinin,  hidroksiproline  hidroksilasyonu  gibi
tepkimelerine katilmasidir. Ayrica norepinefrinden
dopamin sentezinde gérev alir (Padayatty ve ark.,
2003). Tiamin, tiamin pirofosfat denilen koenzimin
yapisinda bulunur. Bu koenzim ise bir¢ok enzimin
kofaktori olarak gorev yapar (Park ve ark., 2003). A

vitaminin gérme olayinda roli oldukga biylktiir. D

vitamini kalsiyum ve fosfat metabolizmasindan
sorumludur. Diyette vitaminlerin yoklugu vyada
eksikligi  bircok  hastaliga sebep olmaktadir.

(Munzuroglu ve ark., 2000) Organizma bir vitamini

yeteri kadar alamadigi taktirde bazi bozukluklar
gozlemlenir. Yine fazla miktarda vitamin alinmasida
metabolizmada problemlere yol acar (Fletcher ve ark.,
2002).
gereksinimin altinda alinmasina ise hipovitaminozis
geng
hayvanlarda genel olarak organ, doku ve blylime

Vitamin eksikligi avitaminozis, minimum

olarak adlandirihr. Hipovitaminoziste
bozukluklar ile gevreye karsi ilgisizlik gozlemlenir.
Enfeksiyonlara karsi direng azalir. Yetiskinlerde ise
aktivite ve verimde azalma, seksiiel fonksiyonlarda
gerileme olur. Vitaminler kolay pargalandiklari ve
disariya atildiklari icin ylksek dozlari viicut tarafindan
tolere edilebilir. Ancak A ve D vitaminleri ¢ok fazla
alindiklarinda agir bozukluklara hatta 6limlere neden
olabilirler. Fazla vitaminden ileri gelen bu hastalik hali
ise hipervitaminozis olarak adlandirilir (Asi, 1999).
Uzun vyillardan beri glines 15181 vitamini olarak
kabul

oksidasyon ve isiya karsi oldukga dayaniklidir. Kemik

edilen D vitamini, beyaz, kristal yapida,

saghginin korunmasinda ve pek ¢ok kronik hastaligin
onlenmesinde onemli role sahiptir (Holick, 2005).
Genel olarak D vitamini, ince bagirsaklardan kalsiyum
emilimi ve bir hormon olarak kemik mineralizasyonu
ve metabolizmasinda, néromiskiler fonksiyonlarda
ve kalsiyum fosfor dengesinin diizenlenmesinde
onemli gorevlere sahiptir (Kutsal ve ark., 2011). Bu
sebeple de eksikligi metabolizma igin oldukca
o6nemlidir (Holick, 2005). D vitaminin en gii¢li kaynagi
ultraviyole B (UVB) isinlaridir. Ultraviyole isinlarin
deriyle temasinin engellenmesi D vitamininin
sentezini olumsuz etkiler. Gunlik gereksinimin c¢ok
altinda yada (Uzerinde alinmasi bazi bozukluklar
meydana getirir. Hipovitaminoziste iskelet sisteminde
anormallikler gorulurken, hipervitaminoz durumunda
ozellikle kalpte ve bobreklerde arzu edilmeyen
kilo kaybi,

glcsuzlik  ve

kalsifikasyonlarla, istahsizlik, sindirim

bozukluklari,  kaslarda sertlik,
kardiyovaskuler semptomlar gibi klinik pek ¢ok belirti

gozlemlenir.

D Vitaminin Yapisi ve Fonksiyonu

D vitamini, hormon benzeri fonksiyonlari olan

bir grup steroldur. Yagda ¢Oziinen vitaminler
grubunda incelenir. D vitaminleri kalsiferoller olarakta
adlandirilirlar. D vitamini etkisi gosteren on kadar
farkl bilesik bilinmektedir. Bunlar arasinda biyolojik
ve kimyasal yonden en 6nemlileri kolekalsiferol (D3
vitamini) ve ergokalsiferol (D2 vitamini)’diir (Ongen ve
ark., 2008). Kolekalsiferol ve ergokalsiferol benzer
yolla metabolize edildikleri i¢in D vitamini olarak
ortak isimle anilirlar (Hatun ve ark., 2003; GoO¢oglu,
2010). (vit Ds) 290-315 nm dalga

boyundaki ultraviyole isinlarin etkisiyle deride, 7-

Kolekalsiferol

dehidrokolesterol’den yapilir ve bu endojen liretim D
vitamininin temel kaynagidir (Glerup ve ark., 2000;
Holick, 2005). Kolekalsiferol dogal bir D vitaminidir.
Ergokalsiferol (D2 vitamini) bitkisel kaynakl olup en
¢ok maya ve mantarlarda bulunan ergosteroliin
morotesi 1sinlara maruz kalmasiyla olusur. Ancak

dogada pek fazla bulunmaz. Daha ¢ok siit Urtinlerinin
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guglendirilmesi amaciyla kullanilir. D2 vitamini karbon
22 (C22) ile karbon 24 (C24) arasinda ¢ift baga sahip
olmasi ve karbon 24’te (C24) metil grubu icermesiyle
D3 vitamininden ayrilir. Bu durum D2 vitaminin
biyolojik etkinliginin Ds’e gore 3-10 kat daha az
olmasina yol agar (Armas ve ark., 2004; Bikle, 2007).

D vitamininin diger vitaminlerden farkli yonleri
vardir. Bunlar 6zetlenecek olursa ilk olarak; vicutta
sentezlenebilirler, deri altinda bulunan 7-
dehidrokolesterol glines yada UV isik altinda Ds
vitaminine donusir (Holick, 2005). Bitkisel yaglarda
bulunan ergosterolde ayni sartlarda D2 vitamini haline
dénisir. ikinci olarak; aktif sekilleri koenzim degildir.
Bunlar genellikle DNA'ya etkiyerek bazi proteinlerin
meydana gelmesiyle etkinlik  gosterirler. D3
vitamininin aktifligi yoktur fakat bundan aktif formlar
Etkin 1,25

dihidroksikalsiferol’dir. Bu form genel olarak hormon

meydana  gelebilir. olan  sekli

benzeri islevlere sahiptir (Glerup ve ark., 2000).
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Sekil 1. Ergosterol ve 7-dehidrokolesteroliin,
ergokalsiferol ve kolekalsiferole gevrilmeleri (Ustdal
ve ark., 2003).

Figure 1. The conversion of ergosterol and 7-
dehydrocholesterol to ergocalciferol and
cholecalciferol (Ustdal et al., 2003).

Kolekalsiferol
(vitamin D3)

D vitamininin metabolizmadaki baslica gorevi
intestinal kalsiyum ve fosfor emilimini saglayarak
parathormon ile birlikte organizmanin kalsiyum ve
fosfor dengesini diizenlemektir. insanlar ve hayvanlar
icin kalsiyum oldukca 6nemlidir. Hayvan vicudunun
%1.4-2.6
kalsiyumunda % 99 gibi blyiik bir kismi hidroksiapatit

kadarini kalsiyum olusturur. Bu

halinde bulunur. Gelismekte olan hayvanlar, gebe
hayvanlar ve sit veren hayvanlar bol miktarlarda
kalsiyum almak ve kullanmak zorundadirlar. Kalsiyum
gereksinimi metabolizmada parathormonun
salgilanmasina sebep olur. Bu sebeple parathormon D
vitamini metabolizmasinin diizenlenmesinde oldukca
onemli bir yer tutar (Hatun ve ark., 2003). D vitamini
yoklugunda kalsiyum emilimi %10-15 diizeyinde iken
D vitaminin varhiginda bu oran %30-80 degerlerine
kadar ¢ikmaktadir (Atas ve ark., 2008). Dengeli bir
beslenme icin P (fosfor)’'unda belli oranlarda alinmasi
gerekmektedir. Bu oran insanlarda ve hayvanlarda
farklilik gosterir. Genel olarak Ca/P orani besinlerle
alindiginda 2/1-1/2 iken, tavuklarda bu oran 5/1-7/1
olarak bilinir (Asi, 1999).

D vitamininin aktif metaboliti
dihidroksi

fonksiyonlari

olan,
(1,25(0H)2D)’tin
arasinda plazma kalsiyum dizeyini
1,25 dihidroksi

ileumdan ise P

1,25
vitamin D3 genel

sirdirmek yer alir. vitamin D3

duodenumdan Ca, emilimini
arttirmaktadir. Bobreklerdeki kalsiyum kaybini da
onlemekte, kemik rezorbsiyonunu arttirmaktadir.
1,25 dihidroksi vitamin D3z ayni zamanda parathormon
sentezini  azaltmakta, insilin  yapimini  da
arttirmaktadir (Ongen ve ark., 2008). Yapilan farkli
¢alismalarda, D vitamininin, ratlarda yeterli miktarda
kalsiyum ve fosfor emilimi icin oldukg¢a 6nemli oldugu,
kemik gelisiminide olumlu y6énde etkiledigi tesbit
edilmistir (Harrison ve ark., 1958; Baylink ve ark.,
1970). Norman ve Wong, (2011) tarafindan yapilan
bir calismada, D vitamini ve onun aktif metaboliti olan
1,25 dihidroksikolekalsiferol’in tavuk ve ratlarda
kemik gelisimi icin olduk¢a 6nemli oldugu, vitamini
belirli dozda alan hayvanlarda blylime oraninin arttigi
ve kalsiyum emiliminin dizeldigi belirlenmistir. Yine
Spencer ve ark. (1978) tavuklarda aktif kalsiyum
transportu icin 1,25 dihidroksikolekalsiferol’iin gerekli
1,25 dihidroksikolekalsiferol

diyetle

oldugunu, yoniinden

zengin beslenen tavuklarda kalsiyum

transportunun arttigini tesbit etmislerdir. Yapilan bir
baska calismada, D vitamini aliminin bildircin ve
hormonlarini  énemli

tavuklarda seks

etkiledigi

diizeyde

belirlenmistir (Tanaka ve ark., 1976).
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Tavuklarda ve kuglarda D vitamini aliminin
yumurtlama kapasitesini arttirdigi ve yumurta
verimini  yukselttigi yapilan farkh ¢aligmalarda

kanitlanmistir (Henry ve Norman, 1978; Mattila ve
ark., 2004).

yapilan bir baska ¢alismada ise her ti¢ hayvan tiriinde

Tavsanlar, ratlar ve kobaylar Uzerine

de D vitamininin bagirsaklardan, aktif kalsiyum
tasinmasi Uzerine énemli derecede etkisinin oldugu
(Schachter 1959). Bu

¢alismalarin yani sira D vitamininin bir¢ok kanser

belirlenmistir ve Rosen,

tiriine karsi koruyucu rol oynadigl bildirilmistir
(Dadah, 2010).
koroner arter hastaligl, tiberkiiloza karsida koruyucu
etkileri bilinmektedir (Wilkinson ve ark., 2000; Wang

ve ark., 2008; Talapatra ve Tymms, 2010).

Ayni zamanda hiperparatiroidizm,

D Vitaminin Metabolizmasi

D2 vitamini ve Dz vitamini bagirsaklardan

emildikten sonra, D vitamini baglayici proteinler

vasitasiyla dolasima gecer. D2 ve Ds vitaminlerinin
metabolizmasi benzerdir. Yagda ¢éziindikleri icin yag
dokusunda, deri, karaciger, bagirsak gibi bircok
dokunun lipid bilesenlerinde yer alirlar (Gurdol ve
Ademoglu, 2010).

olarak aktif degildirler.

D2 yada Ds vitaminleri biyolojik
D vitamininin tim sekilleri
(DVBP)
%1-3'U serbest olarak
2011).

taginan D

serumda D vitamini baglayici proteine

baglanarak tasinir; sadece

bulunur (Ozkan ve Déneray, Baglayici

karacigere vitamini

25-hidroksilaz (CYP27A1)
25-hidroksi (25(0OH)D)
donistirilmektedir (Murray ve ark., 2004; Ongen ve
2008). 25-hidroksilaz

sentezindeki en Onemli

proteinler ile
karacigerde enzimi

aracihgiyla vitamin D’ye

enzimi D vitamini
25-hidroksi

vitamin D, viicudun D vitamin dlizeyi hakkinda en iyi

ark.,

enzim olup,

bilgi veren parametresidir (Wilkinson ve ark., 2000;
Holick, 2005; Ozkan ve Déneray, 2011). 25-hidroksi
vitamin D3z dolasimdaki D vitaminleri icerisinde en
baskin olanidir. Ayni zamanda 25-hidroksi vitamin D3,
karaciger, iskelet kasi ve yag dokusunda en fazla
depolanan formdur. 25-hidroksi vitamin D’nin 6nemli
katilir. Bu

dolasimda meydana gelebilecek bir aksama D vitamini

bir bolimi enterohepatik dolasima

yetersizligine neden olur (Ustdal ve ark., 2003). 25-
hidroksi vitamin D3 de kanda D vitamini baglayici bir
protein olan globuline baglanir. Bébreklere tasinan
25-hidroksi
(cYP27B1)

hidroksilasyonla aktif metaboliti

vitamin D3, 1-a-hidroksilaz enzimi
karbonundan
1,25 dihidroksi

kolekalsiferol veya 24. karbonunun hidroksilasyonuyla

tarafindan 1.

inaktif metaboliti, 24,25-dihidroksi vitamin D3’
olusturur. 1,25-dihidroksi kolekalsiferol, 24-
hidroksilaz ~ aktivitesini ~ uyarip  1-a-hidroksilaz

aktivitesini engelleyerek kendi sentezini kontrol eder
(Ustdal ve ark., 2003; Giirdél ve Ademoglu, 2010).
Son zamanlarda 1-alfa hidroksilaz enziminin,

bobrek disinda bagirsak, epidermis, makrofajlar,

prostat, meme, pankreas ve paratiroid bezinde de

bulundugu belirlenmis bu sebeple bobrek disi

dokularda da 25-OH-D diizeylerinin yeterli diizeylerde
olmasinin aktif D vitamini Gretimi icin gerekli oldugu

vurgulanmistir.(Mutlu ve Hatun, 2011).

cH
¢ 25 CHa CH
R CHaCH-CHy-CH He— CH;CHQCHQC OH
5 CH on

3

I CH,
| KARACIGER-25-HIDROKSILAZ ‘

HO \ HO ~

25-Hidroksi-kolekalsiferol
(25-Hidroksivitamin D3)

Kolekalsiferol
(vitamin D3)

BOBREK, KEMIK, PLASENTAL,
INTESTINAL veya KARTILAJ
24-HIDROKSILAZI

BOBREK, KEMIK veya PLASENTAL
1a-HIDROKSILAZI

cH3 CHa _CH
H— c CHy-CHy L c OH HHC CHZCHZCHZC OH

CH CH, ¢
cH2
HO'

24,25-Dihidroksi-Kolekalsiferol
(24,25-dihidroksi vitamin D3)

1,25-Dihidroksikolekalsiferol
(1,25-dihidroksi vitamin D3)

Sekil 2. Ds vitamininin metabolizmasi(Murray ve ark.,
2004).
Figure 2. The metabolism of vitamin D3 (Murray et al.,
2004).

D Vitaminin Kaynaklar

Normal kosullarda D vitamininin %90-95 kadari

glines 1sinlarinin etkisi ile sentez edilir. Morina

baliginin karaciger vyag, D vitamini bakimindan
oldukc¢a zengindir. Bununla beraber, diger yagh balik
turleri(somon, uskumru, sardalya vb.), siit, yumurta

sarisl, tereyagi, tath patates, yulaf, brokoli, maydanoz,
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yosun ve mantar gibi besinler ylksek miktarda D
vitamini icerir. Ancak hicbir gida maddesi ginlik D
vitamini ihtiyacini karsilayacak oranda vitamin ihtiva
etmez (Fletcher ve ark., 2002; Atas ve ark., 2008). En
onemli kaynak glnes isinlarinin etkisiyle sentezlenen
D vitaminidir (Glerup ve ark., 2000).

D Vitamini Yetersizligi

D vitamini dogada genis olarak yayllim
gostermemekle birlikte tic temel yol ile alinir. Birincisi;
D vitamini ya besinlerden direkt olarak alinir yada
besinlere D vitamini eklenerek zenginlestirilir oyle
alinir. ikincisi, D vitamini ihtiva eden maddeler, énciil
molekiil halinde ultraviyole 1siga maruz birakilarak D
vitamin

icerigi bakimindan zenginlegtirilirler. Son

olarak, direkt olarak derinin glines isigina maruz

birakilmasiyla D  vitamini  eksikligi ~ 6nlenebilir
(Gozlikara, 2011).
Hayvanlar genellikle vyedikleri yemin kuru

maddesinin kilosu basina 100-500 IU D vitaminine
ihtiyac duyarlar. Gebe hayvanlarda ve yiksek verimli
hayvanlarda D vitaminine ¢ok daha fazla ihtiyag
oldugu halde yetiskinlerde gereksinim alt sinirdadir.
D vitamini eksikligi metabolizmada cesitli aksamalara
sebep olur. Rikets ve osteomalasiye yol agan kemik
eksiklik

Latincede

onemli
2007).

biklilme egilme anlamlarina gelen rikets buylyen

demineralizasyonu bilinen en

belirtileridir (Champe ve ark.,
organizmanin hastaligi olup, ileri yaslarda osteomalasi
2003).

oldugunda,

olaya eslik eder (Wharton ve Bishop,

Bagirsaklardan Ca emilimi yetersiz
parathormon diizeyi artmakta, bu hormonun etkisiyle
1-hidroksilaz enzimi aktive olmakta ve 1,25 dihidroksi
vitamin Ds, dlzeyi ylkselmektedir. Bu durumda D
vitamininin kemiklerden Ca mobilize edici etkisi
ortaya c¢ikmaktadir. Organizmada serum Ca dizeyi
daha 6nemli oldugu icin, kemiklerden Ca mobilize
edilerek serumdaki Ca dilizeyi normal degerinde
tutulmaya calisilir. Bu sekilde ortaya ¢ikan Ca yada D
vitamini  yetersizligi  sonucunda kemiklerdeki
mineralizasyon bozulur ve rikets gelisir (Hatun ve ark.,
2003; Need, 2006). Rikets kemigin kollojen matriks

olusumunun devam etmesi fakat mineralizasyonunu

tam olmamasi, yumusak, esnek kemik olusumu
seklinde de agiklanabilir (Champe ve ark., 2007).
Riketste klinik

huzursuzluk, kas tonusunda azalma, iskelet agrilari,

gorilen en Onemli bulgular

ylirimede aksama ve problemler, ile biliyimede
gerilemedir (Ongen ve ark., 2008).

Osteomalasi ise erginlerde gorilen, kemik
hastaligidir. Bu hastalikta kemikler yumusamis ve
egilip bikilecek hale gelmis olup kalsiyum ve fosfat
orani degismistir. Kemik yapisina magnezyumun girisi
artmistir (Goziikara, 2011). Yine kemiklerde zayiflama
ve kirik riskinin oldukga fazla oldugu bir hastalik olan
osteoporozda, D vitamini ve Ca eksikligi neticesinde
ortaya gikar (Fletcher ve ark., 2002).

Rikets ve osteomalasi kedi ve koépeklerde de
Kedi

kemik maddesinde

siklikla  gorilur. ve kopeklerde D vitamini

eksikligi, temel kireglenme
bozukluguna ve dolayisiyla kemiklerin direng kaybina
bikilebilecek kadar yumusamalarina yol agar. Yavru
kedi ve kdpeklerde kemiklerin organik yapisi ¢cok hizli
sekillendigi halde kemige sertlik veren kalsiyum ve
fosfor birikimi gecikir. Bu sebeple kemikler kolayca
kirihr ve deformasyon gézlenir. ileri derecede D
vitamini yetersizligi olan kedi ve kdpeklerde paratroid
bezi bliyimesi, sindirim sisteminde, yaygin kanamalar
ve gozlerde gérme bozukluklari ortaya ¢ikabilir.
Yapilan pek c¢ok c¢alismada D vitamini
yetersizliginde Tip | diabet, multipleskleroz, romatoid
Crohn

kardiyovaskuler hastaliklarda artis gézlemlenmis ayni

artrit, osteoartrit, hastaligl, cesitli
zamanda pek ¢ok kanser tiriinde de D vitamini
yetersizligine bagl olarak artis tesbit edilmistir (Mutlu
2011). Vitamin D’den fakir diyet ile

beslenen hayvanlarin diyetin ikinci ayinda pankreatik

ve Hatun,

instlin  sekresyonunda azalma ve bu deney

hayvanlarinda glukoz intoleransinin  gelistiginin
gosterilmis olmasi D vitamininin endokrin pankreas
icin gerekli olduguna isaret etmistir (lyidir ve Altinova,
2012). Norman ve ark. (1980) tarafindan yapilan bir
calismada D vitamini eksikliginin, 6zellikle ratlarda
pankreastaki endokrin fonksiyonlari etkileyerek,
instlin salinimini inhibe ettigi belirlenmistir. Tip 1

diyabet icin hayvan modeli olan NOD farelere yliksek
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doz aktif D vitamini verilmesinden sonra insulitis ve

diyabet gelisimini azaldig belirlenmistir.
Streptozotosin ile diyabet gelistirilmis farelerde 1,25-
(OH)2D3 kullanimi ile diyabet ilerlemesinin yavasladig
gosterilmistir (lyidir ve Altinova, 2012). Yine D
vitamini yetersizliginin, Ozellikle ratlarda Ureme
kapasitesini ve verimini olumsuz yonde etkiledigi

belirtilmistir (Halloran ve Deluca, 1980).

D Vitamini Fazlahg

Yiksek miktarlarda D vitamini alinmasi toksik
etki gosterir. Ozellikle serumda kalsiyum ve fosfat
diizeyi yukselir. Bu ise kalsiyumun bobreklerde ve kan
damarlarinda birikmesine sebebiyet verir. Kaslarda
zayiflik, bozukluklar,

gastrointestinal boébregin

gorevini tam olarak vyerine getirememesi gibi
problemler gozlemlenir (Asi, 1999). Fazlalik durumu
eklemlerde ve yumusak dokularda kireclenmeye

neden olur.

SONUC

Bitkisel kokenli ergosterol (vit-D2) ve hayvansal
kdkenli olup deride 7-dehidrokolesterolden tiireyen
kolekalsiferol (vit-D3) olarak incelenen, steroid bir

hormon olarak kabul edilen D vitamini, kalsiyum ve

fosfor metabolizmasinda gérev almasi, kemik
mineralizasyonunu saglamasi ve korumasi,
parathormon salinimini  énlemesi gibi  hayati

fonksiyonlarinin yani sira, pek ¢ok hastalik ve kanser
tirine karsi da koruyucu etkilerinin belirlenmesi
sebebiyle insan ve hayvanlar igin biylk Onem
tasimaktadir. Bu sebeple, D vitamini Uzerine yapilan

calismalar giin gectikce artmaktadir.
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YAZARLARA BILGI
1. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi, Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nin hakemli bilimsel
yayin organi olup, Nisan, Ekim ve Aralik aylarinda olmak (zere yilda 3 kez yayimlanir. Derginin kisaltiimis ismi
“Atatiirk Universitesi Vet. Bil. Derg.” dir.
2. Bu dergide, Tirkce veya ingilizce dillerinden birinde hazirlanmis ve daha 6nce baska bir dergide
yayinlanmamis veya baska bir dergiye eszamanli olarak sunulmamis Temel Veteriner Bilimleri (Anatomi,
Biyokimya, Fizyoloji, Histoloji, Mesleki Etik ve Deontoloji), Klinik Oncesi Veteriner Bilimleri (Farmakoloji ve
Toksikoloji, Mikrobiyoloji, Parazitoloji, Patoloji, Viroloji), Klinik Veteriner Bilimleri (i¢ hastaliklari, Cerrahi,
Dogum ve lJinekoloji, Dolerme ve Suni Tohumlama), Zootekni ve Hayvan Besleme Bilimleri (Biyoistatistik,
Genetik, Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari, Hayvancilik isletme Ekonomisi, Zootekni), Hayvansal Orjinli
Gida Hijyeni ve Teknolojisi, egzotik hayvanlar bilimi ve laboratuvar hayvanlari bilimi alanlarinda hazirlanmis
orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu ve davetli veya editériin onayi alinmis derlemeler yayimlanir.
3. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi'ne yayimlanmasi amaciyla génderilen hayvan deneylerine
dayal bilimsel ¢alismalarda; makalenin Materyal ve Metot kisminda “Yerel Etik Kurulu onayi alinmistir” veya
“Yerel Etik Kurulu ilkelerine uyulmustur” ifadesi yer almalidir. Eger yerel etik kurulu onayi alinmis ise Yazar(lar)
etik kurul onayi aldiklari kurumu ve onay numarasini belirtmelidirler. Tez c¢alismalarindan 6zetlenen
makalelerde ise etik kurul karari aranmaz.
4. Yazarlar, baska kaynaklardan alinan ve kullanilan materyal ile ilgili telif hakki sartlarina uymak ve telif
hakkinin dergiye devrini ifade eden soézlesmeyi imzalamakla yukimlidurler. Dergide yer alan yazilardan
dogacak her tirlii sorumluluk yazar(lar)ina aittir.
5. Makaleler degerlendirme igin en az iki danismana gonderilir. Makalenin yayina kabull, danismanlarin ve
dergi editérliginiin kararina baghdir.

MAKALENIN HAZIRLANMASI
1. Makaleler, A4 dosya kagidina (tek ylz), cift satir aralikli olarak, kenarlarindan 3 cm bosluk birakarak yazilmali,
sekil, tablolar ve kaynaklarda dahil olmak tizere sayfa sayisi orijinal bilimsel arastirmalarda ve derlemelerde 16,
olgu sunumu gibi kisa bilimsel calismalarda ise 5 sayfayi gegmemelidir.
2. Makale, Microsoft Word 6.0 veya daha (st versiyonda, Calibri karakterinde ve 12 punto ile hazirlanmalidir.
3. Makaleye satir numaralari (makalenin 2. sayfasindan baslamak (zere sirekli olacak sekilde) ve sayfa
numaralari (sayfa altinda ve ortali) eklenmelidir.
4. Makale ile ilgili agiklayici bilgiler (tez, proje, vb.) makale bashginin sonuna Ust simge olarak * isareti konulup
makale basligi altinda italik yaziyla aciklanmalidir.
5. Arastirmaya konu olan maddelerin ve Grlnlerin ticari adlari kullaniimamahdir.
Orijinal Bilimsel Arastirma Makaleleri igin:
Birinci Sayfa: makalenin birinci sayfasi baslik, yazar isimleri ve adresleri, yazarlarin e-posta adresleri, sorumlu
yazar iletisim bilgileri ve eger varsa makale ile ilgili agiklayici bilgiden olusmaldir:

Baslik: Tiirkge ve ingilizce basliklar sadece ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidir. Makalenin dili Tirkge ise
dnce Tirkce sonra ingilizce baslk, makalenin dili ingilizce ise dnce ingilizce sonra Tiirkce baslik yazilmaldir.

Yazar isimleri ve Adresleri: Yazar(lar)'in adi ve soyadinin (akademik {invansiz) sadece bas harfleri biyiik ve
basligin altina ortali gelecek sekilde yazilmalidir. Sorumlu yazar (*) ile isaretlenmeli, yazarlarin isminin sag tst
kosesine sayi eklenmeli ve bu sayilar adresler boliminde kullanilmahdir. Yazarlarin adresinde; baglh oldugu
kurum, birim, sehir ve Ulke belirtilmelidir.

Yazarlarin e-posta Adresleri: makalede ismi bulunan tiim yazarlarin ismi ve e-posta adresleri yazilmahdir.

Sorumlu Yazar iletisim Bilgileri: Makalenin sorumlu yazarina ait isim-soyisim, e-posta, adres, telefon, GSM ve
fax numaralarini iceren bilgiler yazilmahdir.

Makale ile ilgili Aciklayici Bilgi: Eger varsa makale ile ilgili aciklayici bilgiler (tez, proje vb.) birinci sayfanin
sonunda italik yaziyla agiklanmahdir.

ikinci Sayfa: Makalenin ikinci sayfasi Tiirkce 6zet ve anahtar kelimeler ile ingilizce 6zet ve anahtar kelimeleri
icermelidir. Makale yazim dili Tiirkge ise 6ncelikli olarak Tirkce 6zet ve anahtar kelimeler; eger makale yazim
dili ingilizce ise 6ncelikli olarak ingilizce 6zet ve anahtar kelimeler sunulmalidir:

Ozet: Kisaca amag, materyal, metot, bulgular ve sonuclari icermelidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayisi 170-
200 kelime arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.




Anahtar kelimeler: Anahtar kelimeler “Turkiye Bilimleri Terimleri” nden secilmelidir
(http://www.bilimterimleri.com/tr-index.html). En fazla 5 adet olmalidir. Tirkce anahtar kelimeler Tirk¢e’ye
gore, ingilizce anahtar kelimler ingilizce’ye gore alfabetik olarak siralanmalidir. Her anahtar kelime arasina (,)
isareti konulup, sonuncu anahtar kelimeden sonrada (.) isareti konulmahdir.

Uglincii Sayfa: Makale iiciincii sayfadan itibaren GiRiS, MATERYAL ve METOT, BULGULAR, TARTISMA ve SONUC
ve KAYNAKLAR bolimleri halinde tamamlanmalidir. Bulgular ve tartisma birlikte verilebilir. Gerekli oldugu
takdirde, tesekkir de eklenebilir. B6lim basliklari bliylk harflerle yazilmaldir. Bollimlere ait alt basliklar yalniz
ilk harfleri buyilk olacak sekilde yazilmalidir. Tim basliklar koyu tonda ve 12 punto ile satirbasi hizasinda
yazilmalidir.

istatistiksel Analiz bilgileri: makalenin MATERYAL ve METOT béliimiiniin sonunda “istatistiksel Analiz” bashigi
altinda verilmelidir.

Birimler ve Kisaltmalar: Her bir kisaltmanin agilimi metinde ilk gectigi yerde verilmelidir. Birimler ve olgllerde
Uluslar Arasi Standart birimleri (SI-sistem) kullaniimalidir. Cins ve tir isimleri italik olarak yazilmalidir. Makale
icerisinde kullanilan rakamsal ve istatistiki verilerde nokta kullanilmalidir (6rnek: 44.5; 0.82; % 97.7; P<0.01 vb.).
Tablo ve Sekiller: Sekil, grafik, fotograf ve resimler basliklarda ve metin icerisinde Sekil olarak ifade edilmelidir.
Sekil ve tablolar metin icerisindeki sirasina goére numaralandiriimali ve metin icerisinde kisaltilmadan
yazilmalidir (Orn; Sekil 1, Tablo 1). Tablo ve sekiller makale icerisinde bulunmasi gereken béliimlere
yerlestirilmeli, baslik ve aciklamalari da Tiirkce ve ingilizce olarak eklenmelidir. Tablo ve sekillerde kullanilan her
tarlt kisaltma tablo ve sekil altinda aciklanmalidir.

Sonug: Makaleye ait elde edilen/varilan sonug, TARTISMA ve SONUGC kisminin sonunda “sonug olarak...”
ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Olgu Sunumlari igin:

Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildigi sekilde hazirlanmalidir.
Ozetlerde kullanilacak kelime sayisi 120’den daha az olmamali ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Uclincli sayfadan itibaren GiRiS, OLGU SUNUMU (olgu sunumu basligi altinda materyal, metot ve bulgulardan
bahsedilmelidir) TARTISMA ve SONUC ve KAYNAKLAR seklinde tamamlanmahdir.

Olgu sunumu icerisinde eger varsa istatistiksel analiz bilgileri, birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel
arastirma makaleleri kisminda anlatildigi sekilde sunulmalidir.

Olgu sunumuna ait elde edilen/varilan sonug, TARTISMA ve SONUC kisminin sonunda “sonug olarak...”
ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.
http://e-dergi.atauni.edu.tr/index.php/VBD/article/view/7306 adresindeki olgu sunumu o&rnek olarak
incelenebilir.

Derlemeler igin:

Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildigi sekilde hazirlanmalidir.
Derlemeler igin hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve derlemenin amacindan olusmalidir.
Ozetlerde kullanilacak kelime sayisi 170-200 arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Derleme lguncl sayfadan itibaren giris ile baslamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara basliklarla devam
etmeli, Sonug ve kaynaklar ile tamamlanmalidir.

Derleme igerisinde eger varsa birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel arastirma makaleleri kisminda
anlatildigi sekilde sunulmalidir.

Derlemeye ait sonug, KAYNAKLAR bolimiinden hemen 6énce SONUC basligi altinda belirtilmelidir.
http://e-dergi.atauni.edu.tr/index.php/VBD/article/view/9138 adresindeki derleme 6rnek olarak incelenebilir.
Kaynaklar

Makale tliri ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kaynaklar asagida belirtildigi
sekilde sunulmalidir:

Metin icerisinde:

Tirkce hazirlanan makalelerde ¢ok yazarli kaynaklar “ve ark.,” iki yazarli kaynaklar “ve” ile ingilizce hazirlanan
makalelerde ise cok yazarli kaynaklar “et al.,” iki yazarli kaynaklar “and” ile bildiriimelidir (Ornek: Tume and
Shaw, 1991; Tennessen et al., 1998; Kara et al., 2009). Kaynak bildirimleri parantez igerisinde ve tarih
siralamasina goére yapilmaldir. Ornek (Warris, 1984; Tume ve Shaw, 1991; Tennessen ve ark., 1998; Kara ve
ark., 2009). Eger bir kaynak yazar ismi parantez igerisinde degil de metin igerisinde belirtilerek kullanilacaksa
“Tekinsen ve ark. (1990) ........... oldugunu bildirmistir” seklinde kullanilmalidir. Ayni yazar ve yila sahip
kaynaklarda ayirici harfler kullaniimahdir (Ornek; Akbulut, 1991a, 1991b).



Kaynaklar Bélimiinde:
Kaynaklar alfabetik ve kronolojik dizin dikkate alinarak siralanmalidir. Kaynak verilen bilimsel dergilerin
isimlerinin yazilmasinda derginin énerdigi uluslararasi kisaltilmis sekli kullaniimahdir.

Kaynak makale ise; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the infectivity of Listeria
monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice. Infect. Immun., 69, 4657-4660.

Kaynak kitap ise; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6th ed., 330-335, Woodhead Publ., Cambridge.

Kaynak kitapta bir bélim ise; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary Internal Medicine”,
Ed., SJ Ettinger, 6th ed., 230-250, W.B. Sounders Company, Philadelphia.

Kaynak bir tez ise; Aktas MS., 2005. Kopeklerde antibiyotiklerin neden oldugu ishallerde probiyotiklerden
Saccharomycess boulardii’nin etkisi. Ankara Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiis, Tirkiye.

Kaynak bir kurulusun yayini ise; FAWC, 1991. Report on the european commission proposals on the transport
of animals. London, MAFF Publ.

Kaynak bir yazilim ise; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4th ed., Sas Institute, Cary.

Kaynak internet ortaminda ise; Anonim, 2012. Epithelial-cells, http://www.cellapplications.com. [Erisim:
20.03.2012].
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Yazarlara ayri baski gonderilmeyecektir.
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