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Summary: The aim of this study was to determine the quality of potato pulp silage (PPS) prepared with wheat bran
and barley straw and the effects of the substituting corn silage with potato pulp silage at differing levels in dairy cows
on milk yield, composition and rumen volatile fatty acid (VFA). The study consisted of two experiments. Nutrient con-
tents, fermentation parameters, in situ organic matter (OM) and starch degradabilities, in vitro digestibility (IVD) and
metabolic energy (ME) content of PPS were determined in the first experiment. The effects of substituting corn silage
with potato pulp silage at 0%, 15%, 30% and 45% in the diet of lactating 12 dairy cows on feed intake, milk yield, milk
components, rumen fermentation parameters were evaluated in the second experiment. While dry matter (DM), OM
and crude protein (CP) contents, pH of silages were statistically similar, starch content, in vitro organic matter digesti-
bility (IVOMD), ME, net energy lactation (NE), and lactic acid values were significantly higher in PPS compared with
corn silage (P<0.05). Organic matter intake, milk yield, the composition of milk, post-feeding pH and total VFA levels of
ruminal fluid at all sampling hours were similar among the dairy cows (P>0.05). It was concluded that; PPS prepared
with wheat bran and straw had a very good silage quality and were even better than corn silage (control). Substitution
of corn silage with PPS up to 45% did not cause any negative effects on rumen fermentation parameters and can be
safely substituted with corn silage up to 45% in dairy cow diets.

Key words: Corn silage, dairy cattle, in situ, milk composition, potato pulp

Siit inekleri Rasyonlarina Misir Silaji Yerine Farkli Diizeylerde Katilan Patates Posasi Silajinin Siit Verimi, Siit
Bilegsenleri ve Rumen Ugucu Yag Asitleri

Ozet: Bu calismanin amaci bugday kepegi ve saman ilave edilerek hazirlanan patates posasi silajinin (PPS) kalite
Ozellikleri ile sut sigirlarinda misir silaji yerine degisik oranlarda patates posasi silaji kullaniminin siit verimi, sitin bile-
simi ve rumen ugucu yag asitleri (UYA) lizerine olan etkilerini saptamaktir. Bu galisma iki asamada yuritilmistir. llk
asamada PPS’nin besin madde igerikleri, fermentasyon parametreleri, in situ organik madde (OM) ve nigasta sindirile-
bilirlikleri, in vitro organik madde sindirilebilirlik (OMS) ile enerii diizeyleri saptanmistir. ikinci asamada ise PPS, misir
silaji yerine %0, 15, 30 ve 45 oranlarda ikame edilmis ve 12 bas st ineginde yem tiketimi, sit verimi, st bilesimi ile
rumen fermentasyon parametreleri tizerine olan etkileri incelenmistir. Silajlarin kuru madde (KM), organik madde (OM),
hamprotein (HP) ve pH icerikleri istatistiki olarak benzer, nisasta, in vitro OM sindirilebilirlikleri, metabolik enerji (ME),
net eneriji laktasyon (NE,), ile laktik asit diizeyleri PPS’de misir silajina gére daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). inekle-
rin OM tiketimi, sut verimi, sit bilesenleri, yemleme sonrasi rumen pH ve UYA arasindaki farkllklar énemsiz bulun-
mustur (P>0.05). Sonug olarak bugday kepegi ve saman ile hazirlanan PPS’nin silaj kalitesinin ¢ok iyi ve hatta misir
silajindan daha iyi oldugu belirlenmigtir. St inegi rasyonlarina misir silaji yerine %45 oraninda PPS katiimasi ineklerin
rumen fermentasyon parametrelerinde olumsuz etkiye neden olmayacadi ve %45 oraninda glivenle kullanilabilecegi
sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: In situ, misir silaj, patates posasi, siit bilesimi, sit sigir

Introduction

The highest cost among the livestock expenses is
feed expense in Turkey (Boga and Cevik, 2012). One

Gelig Tarihi/Submission Date : 30.06.2020
Kabul Tarihi/Accepted Date  :16.10.2020

*This study was presented in the Mediterranean Veterinary Con-
gress coupled with 7th REEV-MED General Assembly, 13-14 De-
cember 2018, Kirikkale University.

of the most serious problems for Turkish dairy farm-
ers is lack of high-quality forage production. Actually,
even getting enough amounts of roughages, not high-
quality forages can sometimes be a problem. Espe-
cially, this problem has become very important in
drought years and Turkish farmers had to import
roughage. In order to solve the roughage problem;
one has to extend to forage planting area and/or to
create alternative roughage sources such as by-
products.



Sit ineklerinde patates posasi silaji...

In 2017, a total of 388190674 tons of potato has been
produced in the world. China is the number one
among the most potato producing countries with
98988621 tons of potato per year. Indian is the se-
cond with 48523834 tons, Russia is the third with
29502491, Ukraine is the fourth with 22126868 tons
and the USA is the fifth 20185915 tons in the world.
Turkey is the 19" at potato production in the world. In
2017, a total of 4658288 tons of potato has been
produced inTurkey (FAO, 2020).

While almost half of the produced potato is con-
sumed as fresh vegetable, the rest of potato is used
as processed food product, animal feed, industrial
starch production or seed in the world (Bakshi et al.,
2016). A significant part of the potato processed in
starch industry is considered as waste. Indeed, one
million tons of potato is been processed in starch
industry in Japan every year and 10% of processed
potato is utilized as waste (Oda et al., 2002). Thus, if
this ‘waste’ product can be utilized as feed, it may
have great feed potential for ruminant animals.

Potato starch industry residue (especially potato
pulp) that is not well-known in Turkey has been
utilized as animal feed in countries where potato
production is in excess (Pen et al., 2005). Indeed,
Wang et al. (2010) have used the solid fermented
potato pulp as poultry feed. On the other hand,
Aibibula et al. (2007) substituted the PPS with
rolled corn in the diets of ruminant animals. These
studies have shown that this product provides
important benefits to the economy of countries
when it is properly utilized.

The main limitations in using vegetable waste such
as potato pulp as livestock feed are the high moisture
content and presence of contaminants. Drying and
ensiling can be a good option to enhance storage life
and use of these products as animal feeds easier
(Bakshi et al., 2016). Silage is probably the most eco-

Table 1. Mean of daily feed consumption on wet basis

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 1-10

nomical way to conserve it. Addition of moisture ab-
sorbents into potato pulp silage reduce the spoiling
and also improve the silage quality (Mohamadian et
al., 2016).

Thus, the objective of this study was to evaluate the
quality of PPS prepared with wheat bran and barley
straw and the effects of the substituting corn silage
with PPS at differing levels in dairy cows on milk
yield, composition and rumen volatile fatty acids.

Material and Methods

This study approved by International Center for Li-
vestock Research and Training Animal Research
Ethics Committee (30.11.2015/117). In order to ob-
tain potato silage with an approximately 30% DM, 6%
(300 kg) wheat bran and 7% (350 kg) barley straw
were added into 5 tons potato pulp and ensiled after
complete mixing. Corn silage was also prepared at
the same time. Approximately, after 60 days of the
ensiling period, then, feeding trial was carried out.

A corn silage based diet was prepared (Control
group), then, 3 experimental diets were created by
substituting corn silage with 15%, 30% and 45% PPS
(Table 1). A total of 12 dairy lactating cows, 4 Hols-
tein, 4 Brown Swiss, 4 Simmental cows at their peak
of lactation with similar milk yield obtained from IC-
LRT were allocated into one of four groups. Breeds
and milk yields of cows were used as a block.

An experiment was carried out as cross-over design
with two periods to increase the number of replicati-
ons. Allocation of animals into groups was performed
with completely randomized block design. Each feed
was consumed by 6 animals with this design. Potato
pulp used in this experiment was obtained from Kon-
ya Seker Company Konya Seker Potato Starch pro-
duct plant. Barley straw and wheat bran were bought
from the market. Corn silage, alfalfa, grass hay, con-
santrated mixture were provided by International

Control 15% PPS 30% PPS 45% PPS
Corn Silage kg/d 18.0 15.3 12.6 9.9
Potato Pulp Silage kg/d - 2.7 5.4 8.1
Grass Hay kg/d 2.2 2.2 2.2 2.2
Alfalfa Hay kg/d 2.2 2.2 2.2 2.2
Consantrate kg/d 11.0 11.0 11.0 11.0
Consantrate DM% OM% CP% NDF% ADF%
90.00 92.89 16.85 27.60 9.73
Consantrate % B wB C SFM SBM DCP VM
52.4 10.0 11.010.0 13.0 1.0 2.6

B: barley, WB: wheat bran, C: corn, SFM: sun flover meal, DCP: di calcium phosphate, VM: vitamin-mineral.
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Center for Livestock Research and Training (ICLRT)
Department of Cattle Breeding. Nutrient components
of these feedstuffs are given in Table 1.

All of the cows were treated with Dectomax® and
Anaverm® to eliminate internal and external parasi-
tes just before initiation of the experiment. Animals
were individually fed and had free access to clean
water, vitamin and mineral block. Each period of
experiement consisted of 21 days, 13 days of adapta-
tion to diets and 8 days of sample collection periods.

Daily feed intakes of animals were determined at the
first five days of the sampling period. After complete
cleaning of feed bunkers, all animals were individu-
ally fed twice a day (08:00 am and 06:00 pm). Then,
at the end of fifth day, remaining orts were collected,
weighted and subsampled for analysis. At the end of
each adaptation period, all the cows were milked
twice a day (at 02:30 and 14:30) with mobile milking
machine, the amount of milk produced per cow/
milking were measured and recorded to determine
milk production throughout the sampling period. To
determine the composition of milk, 1% of milk produ-
ced per day was composed at the last 4 days of the
sampling period and then, 50 mL of milk was sub-
sampled from the composted milk after through ho-
mogenization. Milk sample were kept at +4 C° and
analyzed for fat, crude protein, lactose and dry matter
using TEKA FOSS (Combi Foss™ FT+) at the end of
each period. On the last day of sampling, rumen fluid
was sampled at 0., 2., 4., 6. and 8. hours post-
feeding from each animal and pH rumen fluid was
immediately determined with a portable pH meter.
After the pH determination, approximately 20 mL
rumen fluid sample was added into sample tubes
containing 2 mL 1/1 HCI (Absolute) and stored -18 °C
for volatile fatty acid analysis.

To determine ruminal DM, OM, and starch degradabi-
lity, 3 ruminally cannulated Holstein cattles were
used. Approximately 3-4 g of dried silage samples
with 2 mm particle size was introduced into Dacron
bag with 45 p pore size. Dublicate of each silage
sample were placed into the ventral part of rumen of
each animal for 0., 2., 4., 8., 12., 24. and 48. hours of
incubation (Tuncer et al., 1989). After the removal of
bags from rumen, bags were washed under running
tap water until rinse water was clear, and then they
were dried. DM, OM and starch content of residues
were determined. Then, DM, OM, and starch degra-
dability values of feeds were calculated with following
equation: a +b (e,

All the feedstuffs and part samples were analyzed to
determine dry matter (DM), ash, crude protein (CP)
according to AOAC (1990), NDF (Van Soest and
Robertson, 1979), ADF (Goering and Van Soest,
1970) and starch (ISO, 2002) using the automatic
polarimeter (WZZ-2B, China). While the pH of silage
and rumen fluid were detected by a portable pH me-

Hasan Hiseyin SENYUZ

ter (Bingdl et al., 2008), organic acid contents of si-
lage and rumen fluid were also determined using
HPLC described by Tjardes et al. (2000). Silage and
ruminal ammonia-N contents were determined by
distillation method described by Filya (2003). /n vitro
OM digestibility of silage samples was also deter-
mined based on Tilley and Terry (1963) modified by
Marten and Barnes (1979) using the Daisy" incubator
(ANKOM®, USA).

Milk samples were analyzed at Ankara Cattle Breed
Association milk analysis laboratory using TEKA
FOSS analysis machine.

Data on in situ degradation were analyzed as a com-
pletely randomized design using variance analysis of
SAS (1995).

Animal performance trial was analyzed as Cross-over
design. In this trial,12 cows were randomly allotted in
4 groups within 2 periods using breed and milk yield
as a block. Data were then analyzed according to the
model shown below. In this model, factors A, B, C
and D were group, cows, period and order, respecti-
vely. The fixed factors were A, C and D and the ran-
dom factor was B. Then, the model was:

Yin= M+ Aj+Bj) + Cx + Dy + Ej
Where:

Yix = observation on cow i in trial j, period k
and order |.

(i=1,2,3,4;j=1,2,3,4, k=1,2 ve I=1,2)
M = the overall mean.
A, = the fixed effect of trial j.

Bisy = the random effect of subject (cow i)
nested in order .

Ck = the fixed effect of period k.
D, = the fixed effect of order I.
Ejjt = random error.

Mixed procedure of (proc mixed) of SAS v8.2 was
used for statistical analysis. Tukey test was used to
seperate the means. The statistical significance was
considered at P<0.05 level.

Results

Nutrient contents, in vitro digestibilityand energy va-
lues of silages are given at Table 2. While DM, OM
and CP contents of silages were statistically similar,
starch content, in vitro OM digestibility, ME and NE_
values were significantly higher in PPS compared
with corn silage (P<0.05). However, both NDF and
ADF contents of corn silage were significantly higher
than those of PPS (P<0.05).
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Table 2. Means of (+ SE) nutrient composition, fermentation parameters, in vitro digestibility and energy values

of silages

Items Corn Silage Potato Pulp Silage P
DM 28.65+0.66 29.26+0.07 0.89
CA,%DM 5.85+0.30 5.45+0.22 0.78
OM,%DM 94.1540.30 94.5510.22 0.78
CP,%DM 8.54+0.19 7.97+0.11 0.62
Starch,%DM 16.52+1.49 39.4510.73 0.01
NDF,%DM 54.61+0.88 32.07+4.13 0.01
ADF,%DM 28.72+0.88 17.15+£2.15 0.01

Fermentation Parmeters

pH 4.09+0.01 4.08+0.01 0.98
LA 5.43+0.13° 6.012+0.172 0.04
AA 2.62+0.07 0.93+0.012 0.01
PA 0.65+0.04° 0.01+0.01° 0.01
BA - - 1.0

Ammonia-N 0.54+0.02 0.46+0.06 -

Digestibility and Energy Values

IVOMD,%OM 58.1340.59 77.29£0.148 0.01
ME, Mcal/kg 2.56+0.026 3.41+0.01 0.01
NE_, Mcal/kg 1.30£0.02 1.77+0.01 0.01

DM: Dry Matter, CA: Crude Ash, OM: Organic Matter, CP: Crude Protein, ADF: Acid Detergent Fiber, NDF: Ne-
utral Detergent Fiber, IVOMD: In vitro Organic Matter Digestibility, ME: Metabolisable Energy, NE_: Net Energy
for Lactation, LA: Lactic Acid, AA: Acetic Acid, PA: Propionic Acid, BA: Butyric Acid, AMN: Ammonia Nitrogen.

Silage fermentation parameters are shown at Table
2. Silage pH and ammonia-N levels were similar
between two silages (P>0.05). Whereas lactic acid
content was higher acetic acid, the propionic acid
level was less in PPS compared with corn silage
(P<0.05).

In situ OM and starch degradibilities and fractions of
silages are presented at Table 3 and 4, respectively.
Potato pulp silage had sigificanly higher both OM and
starch degradibilities after 48 h incubation than corn
silage (P<0.05). Corn silage had significanly higher
water soluable degredable organic matter (WSOM),

water soluable starch (WSS), non-degredable starch
(NDS) and non-degredable organic matter (NDOM)
contents than potato pulp silage, but potential degre-
dable organic matter (PDOM)and potential degredab-
le starch (PDS)contents were significanly greater in
potato pulp silage compared with corn silage
(P<0.05).

Daily DM, OM, and CP intakes were statistically simi-
lar (P>0.05), but numerically decreased as the per-
centages of PPS increased in the diets (Table 5).
Cows fed 45% PPS in their diet consumed 1.58 kg
less daily DM compared to cows fed a control diet.

Table 3. Means of organic matter and starch degradable of silages

Groups 0. hours 2. hours 4. hours 8. hours 12. hours 24. hours  48. hours
Organic Matter Degradability, %OM
CornSilage 34 09+1.01 30.99+1.41 28.91#1.05 36.02+1.31 43.04+1.02 56.10£1.85 68.871.40
Potato Pulp
Silage 32.55+1.00 32.97+1.4 32.16+0.93 47.37+1.04 56.37+4.07 71.75+2.19 82.32+0.83
P 0.31 0.47 0.07 0.01 0.01 0.01 0.01
Starch Degradability, %Starch
Corn Silage 59.50+0.66 51.87+1.00 64.32+0.53 66.07+0.70 82.41+0.31 90.80+0.40 90.87+0.44
Potato Pulp 35.42+0.95 33.67+1.43 38.24+0.85 58.83+0.84 70.12+2.76 92.85+0.56 96.87%0.15
Silage
P 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.05 0.01
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Table 4. Means of organic matter and starch fractions of silages

Groups Water Soluable Potential Degradable None Degradable
Organic Matter, %0OM
Corn Silage 34.09+1.076 34.78+£1.213 31.13+£1.402
Potato Pulp Silage 32.55+1.001 49.77+0.913 17.68+0.829
P 0.53 0.02 0.01
Starch % Starch
Corn Silage 59.50+0.66 30.84+0.76 9.65+0.44
Potato Pulp Silage 35.42+0.95 61.26+0.95 3.31£0.15
P 0.01 0.01 0.01

Table 5. Means of daily nutrient consumption of different level PPS consumpted cattles, kg/day

DM(kg) oM CcP NDF ADF DMBW (%)
Control  20.02+1.38 18.611.28 2.74+0.17 7.64:t059°  3.94+0.337  3.03:0.25
15% 21.28+0.59 19.77+0.54 2.87+0.08 8.01£0.22°  4.17#0.11%  3.19:0.21
PPS
30% 20.66+0.62 19.1920.57 2.79+0.09 7.54:022°  3.91+0.11%  3.08:0.18
PPS
45% 18.4421.38 17.14+1.29 2.51£0.17 6.54+0.51°  3.38+0.28°  2.72:0.20
PPS
SEM 1.0527 0.9791 0.1306 0.4161 0.2254 0.2173
P 0.26 0.26 0.23 0.07 0.08 0.48

Control: 0% PPS, Group 1: 15% PPS, Group 2: 30% PPS, Group 3: 45% PPS (PPS: Potato Pulp Silage, DM:
Dry Matter, OM: Organic Matter, CP: Crude Protein, NDF: Neutral Detergent Fiber, ADF: Asit Detergent Fiber,

DMBW: Dry Matter Body Weight rate).

&b The different letter in same colomn indicates that statistically difference (p<0.05).

Similarly, daily NDF (P=0.07) and ADF (P=0.08) inta-
kes tended to decrease as the percentages of PPS
increased in the diets.

Daily milk yields and milk compositions are shown at
Table 6. Daily milk yield did not change with the addi-
tion of PPS into a control diet (P>0.05). Daily milk
yield was around 22 L for all the groups. The compo-
sition of milk was also similar among treatment gro-

ups (P>0.05). While the percentages of milk fat were
3.99, 4.38, 4.33, and 3.73%, the percentages of milk
DM were 13.11, 13.50, 13.52, and 12.89% for corn
silage, 15, 30, and 45% PPS groups, respectively.

Post-feeding pH’s of ruminal fluids were similar at all
sampling hours (P>0.05) (Table 7), except 6™ h post-
feeding. pH values did not drop below 6 in any group
and at any sampling hours. Ruminal ammonia-N con-

Table 6. Means of milk yield, L and milk components, DM% of different level potato pulp silage consumpted

cattle
Groups

Control 15% PPS 30% PPS 45% PPS SEM p

Da"ye"l’";'k Yi- 21.95+2.04 22.05+1.6 21.95+1.61 21.92+1.88 1.8075  0.99
Milk Fat 3.99+0.193 4.38+0.339 4.33+0.356 3.73+0.206 0.2891 0.38
Protein 3.3240.229 3.40+0.149 3.46+0.134 3.32+0.200 0.1867 0.94
Lactose 5.26+0.196 5.34+0.189 5.32+0.153 5.34+0.315 0.1647 0.98
Dry Matter 13.11+0.407  13.50+0.500  13.52+0.500 12.89+0.51 0.4743 0.74
Urea 25.22+3.91 23.17+2.20 23.9+1.60 24.28+1.97 2.1807 0.95
N°“’;Iaf:“tg?’y 9.02+0.287 9.03+0.196 9.09+0.188 9.05+0.300 0.2519 0.99

PPS: Potato Pulp Silage.
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Table 7. Means of (+ SE) volatile fatty acid, pH and ammonia nitrogen values of received different hours ruminal
fluid of different level potato pulp silage consumpted cattles, mg/dL

VFA Control 15% PPS 30% PPS 45% PPS SEM P
Total 52.08+10.17 53.845.79 55.13+7.82 51.5249.03 8.0665 0.17
AA 64.99+3.81 64.12+4.02 52.74+4.41 59.26+1.94 37352  0.11
0. Hours PA 20.15+2.87 21.91+4.20 32.01+4.12 23.33+2.89 36179  0.10
BA 14.71+1.24 13.62+2.07 13.88+1.27 17.00£1.81 1.6765  0.49
pH 7.4010.285 7.68+0.236 7.45+0.345 7.40+0.179 0.2634  0.85
Ammonia-N  19.78+2.56 22.31+2.11 21.20+3.05 20.70+1.55 21596  0.46
Total 64.65+7.74° 72.8+1.53° 56.67+4.48°  63.42+2.73%7  4.8163  0.04
AA 63.35+3.36 58.8+3.47 59.41+3.77 62.07£1.19 29823 067
2. Hours PA 22.29+3.09 22.08+1.43 23.19+3.17 21.88+2.4 2.6056  0.99
BA 12.68+0.72 14.59+0.77 13.27+1.94 15.40+1.64 1.3827  0.51
pH 6.880.250 6.60+0.124 7.06+0.190 6.880.050 01713  0.13
Ammonia-N  22.71+2.94 28.14+1.90 21.75£2.13 23.78+2.84 1.7588  0.10
Total 65.2+5.55 70.68+19.18  70.34+18.20 64.38+5.87  14.1809 0.98
AA 62.75+2.90 58.468.19 59.09+8.76 61.45+2.26 6.4292  0.95
4. Hours PA 22.71+3.93 19.64+5.67 18.64+5.14 21.51£3.97 4.8165  0.99
BA 14.14+1.81 20.72+9.18 20.3+8.50 13.70£2.10 6.5774  0.81
pH 6.77+0.156 7.12+0.365 7.00+0.463 6.60+0.153 0.3213  0.68
Ammonia-N  24.24+2.71 27.21+2.80 28.42+3.06 24.082.90 2.8889  0.19
Total 59.23+4.62 74.3+7.58 74.76+8.35 59.96+4.82 6.7411 0.11
AA 60.98+2.58 60.6+3.40 60.51+3.59 61.52+2.18 3.0642  0.99
PA 24.31+3.14 24.96+3.39 24.69+3.80 23.48+3.43 35342  0.99
6. Hours BA 14.17+1.87 11.48+2.49 10.70+2.11 13.99+1.86 21452  0.45
pH 6.30£0.113°  6.47+0.080°  6.27+0.080°  7.02+0.182°  0.1155  0.01
Ammonia-N  17.79+1.92 16.7421.04 16.451.12 16.31+1.61 14922 089
Total 51.3319.46 52.75+5.45 74.57+8.4 50.56+8.71 7.9408 0.15
AA 61.863.28 63.2414.30 52.78+4.02 58.162.1 35918  0.14
8. Hours PA 20.16+2.61°  21.64+3.18°  31.63+3.39°  23.89+3.43° 3.1678  0.06
BA 15.58+0.55 14.47+1.87 13.28+1.47 17.5442.06 15846  0.32
pH 7.10£0.268 7.4310.191 7.28+0.336 7.08+0.192 0.2525  0.73
Ammonia-N  18.65+1.93 20.90+1.68 20.85+2.24 20.15+1.55 1.8063  0.13

PPS: Potato Pulp Silage.

VFA: Volatile Fatty Acid, AA: Acetic Acid, PA: Propionic Acid, BA: Butyric Acid,
&b The different letter in same row indicates that statistically difference (p<0.05)

centrations were also similar among groups at all
sampling hours (P>0.05). Typically, ruminaly amonia-
N concentrations increased 2 to 4 h post-feeding and
then, dropped slowly later on (Table 7).

Post-feeding ruminal total volatile fatty acid concent-
rations and the percentages of volatile fatty acids in
total concentrations are presented at Table 7. Total
volatile fatty acid concentrations varied from 50.56 to
74.76 mg/dL. The percentages of acetic acid, propio-
nic acid and butyric acid ranged from 52.74, 18.64,
and 10.70 to 64.99, 32.01, and 20.72%, respectively,
for all groups and sampling times. Amounts of total
fatty acids were generally similar among groups at all
sampling hours (P>0.05), except 2 h post feeding.
Percentages of volatile acids were also similar in
general (P>0.05), except the percentage of propionic
acid 8 h post-feeding.

Discussion and Conclusion

The main objective of this study was to compare the
silage quality of PPS with corn silage and effects of
substituting it at differing levels with corn silage in
dairy animal performance.

Since the DM content of potato pulp was tried to be
made equal to that of corn silage, DM contents of
silages were similar. Dry matter contents were at the
lower edge of DM necessary for ideal silage making
(Yaylak and Algicek, 2004). Dry matter content of
PPS silage was lower than that of Pen et al. (2005)
but similar to Sugimato et al. (2008) and Zhang et al.
(2012). It seemed that DM content of PPSwas closely
correlated to the level of other feedstuffs added into
silage as moister absorbent. Organic matter content
of silages was similar. Organic matter content of PPS
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was also similar with Sugimato et al. (2008), Sugimo-
to et al. (2009) and Sugimoto et al. (2010) but lower
than that of Zunong et al. (2009). It was thought that
these differences may have resulted from contamina-
tion with soil and ash content of other feedstuffs used
in silage making. Crude protein contents did not differ
between silages. CP content of PPS was close to
that of Zhang et al. (2012) but higher than those of
Sugimoto et al. (2007) (potato pulp silage without any
material), Okine et al. (2005) and Zunong et al.
(2009). The CP content of PPS depends on mainly
CP content of other material added into silage. In the
current study, wheat bran increased CP content of
PPS. While starch content was significantly higher,
both NDF and ADF contents were significantly less in
PPS silage compared with corn silage (P<0.05). Both
NDF and ADF values observed for PPS in the current
study were lower that of Zhang et al. (2012). Nutrient
contents of potato pulp silages mainly depend on two
things; one is starch levels of potato pulp and the
second is the nutrient content of other material added
into silage. The differences in the nutrient contents of
PPS in the literature might have been resulted from
these two factors. In the current study, it seemed that
the starch level of potato pulp was high as it can be
understood from the starch level of PPS so that PPS
in the current study had very desirable nutrient con-
tent as a silage.

In vitro OM digestion and energy values were signifi-
cantly lower in corn silage than PPS (P<0.05). Whe-
reas in vitro OMD was 58.13% in corn silage, it was
77.29% in PPS (Table 2). Since energy values were
calculated from in vifro OM digestibilities, they
showed a similar pattern with in vitro digestibility. In
this study, the OMD value of PPS was similar with
that of Zunong et al. (2009), but higher than that of
Nicholson and Friend (1965). Mohamadian et al.
(2016) has reported that the OMD value of PPS wit-
hout any moisture absorbents was 75.84%, the OMD
values of PPS prepared with different moisture absor-
bents ranged from 73.08% to 54.48%. The differen-
ces in OMD of PPS are more likely due to the starch
content of potato pulp and the nature of feed stuffs
used as moister absorbant in PPS. A very high ME
(13,24 MJ/kg DM) and NEL (8,56 MJ/kg DM) values
has been reported for potato pulp (Kara et al., 2018),
which supports the energy values obtained for PPS in
the current study.

Silage pH values were similar between the two sila-
ges (P>0.05). These pH values were fairly close to
pH values reported for PPS by Sugimoto et al. (2007;
pH: 3.5 - 4), Sugimoto et al. (2008; pH: 4) and Zhang
et al. (2012; pH: 3.9 - 4). The pH values observed in
the current study were 4.08 and 4.09 for potato pulp
and corn silages, respectively, which were in the ran-
ge of ideal pH values of 3.8 - 4.2 for good silage fer-
mentation (Ergiin et al., 2002).

Hasan Hiseyin SENYUZ

Among silage fermentation parameters, the concent-
ration of lactic acid was higher but the concentrations
of acetic and propionic acids were lower in PPS com-
pared with corn silage (P<0.05). There was no butyric
acid in both silages. It seemed that while PPS had
more homo fermentative fermentation with high lactic
acid and very low acetic acid production, corn silage
had hetero-fermentative fermentation (Muck, 2002).
The lack of butyric acid in both silages indicated a
good silage fermentation as well. The silage ammo-
nia nitrogen, an indication of soluble CP content, was
similar in two groups (P>0.05), which were less than
the values reported by Zhang et al. (2012) for potato
pulp silage and by Baytok et al. (2005) for corn sila-

ge.

Both in situ OM and starch degradability values of
PPS after 48 hours ruminal incubation were higher
compared with corn silage (P<0.05). In situ OM and
starch degradabilities for corn and potato pulp silage
were 68.87 vs. 82.32% and 90.35 vs. 96.69%, res-
pectively. Similarly, very high DM degradability va-
lues for PPS have been reported in the literature
(Sugimato et al., 2006; Sugimato et al., 2007; Sugi-
mato et al., 2008; Zunong et al., 2009; Sugimato et
al.,, 2010). A higher in vitro OM digestibility values
observed in the current study also supported the re-
sults of in situ OM and starch degradability values.

The OM and starch fractions were significantly diffe-
rent between the two silages. While the water soluble
and non-degradable OM and starch fractions were
higher, the potentially degradable OM and starch
fractions were significantly less in corn silage compa-
red with PPS (P<0.05). These differences were much
greater in starch, which may have resulted from diffe-
rences in the type of starch and the heat applied to
potato during starch producing process to starch of
PPS.

Substituting corn silage with increasing percentages
of PPS in diet did not statistically affect daily nutrient
intake in dairy cattles (P>0.05). Only daily NDF
(P=0.07) and ADF (P=0.08) consumptions tended to
be less in cows fed 45% PPS compared with cows
fed corn silage. While cows fed 15% PPS had the
highest DM consumption (21.28 kg) and cows fed
45% PPS had the lowest DM consumption (18.44
kg). Cows fed 45% PPS consumed 1.58 kg less DM
compared with cows fed corn silage. Addition of PPS
as energy source to a diet of dairy cows did not affect
DMI of animal (Okine et al., 2005), which supports
the results of the current study. The less daily NDF
and ADF consumptions in cows fed 45% PPS were
due to lower DMI and NDF and ADF contents of diet
cows fed 45% PPS.

Daily milk yields and milk compositions were similar
among dairy cows fed on different diets (P>0.05).
Substitution of corn silage with PPS did not cause
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any significant effect neither on daily milk yield nor
milk components (P>0.05). Daily milk yields were
21.95, 22.05, 21.95 and 21.92 L/day of cows fed 0,
15, 30, 45% PPS containing diet, respectively. Addi-
tion of PPS up to 30% into control diet numerically
improved milk fat, milk protein, milk lactose and total
DM contents but the addition of 45% PPS to the cont-
rol diet decreased the milk fat content. This decrease
in milk fat might have resulted from less daily NDF
consumption of cows fed 45% PPS containing diet
compared with other groups. Replacing barley or
corn with PPS in diet did not alter (Schneider et al.,
1985; Zunong et al., 2009) daily milk yield of dairy
cows. It is well known that milk yield is more ralated
with the genetics of animals. If animals have a good
genetic potential, which can be accomplished with
appropriate feeding (Unalan and Cebeci, 2004). In
this case, cows seemed to give optimal milk yield
because cows fed 45% PPS diet produced the same
milk yield, but dropped fed intake compared with
cows fed control diet. If they have more potential they
can produce more milk and consume a little bit more
DM.

Substitution of corn silage with PPS did not generally
alter the pos-feeding ruminal pH values of dairy
cows. Ruminal pH values never dropped below 6.27
at any sampling hours/groups, which were well-above
the critical value of 5.5 for ruminal asidosis (Oztiirk
and Pigkin, 2009). Similar ruminal pH values have
been reported for cows fed on PPS (Sugimato et al.,
2006; Sugimato et al., 2008; Sugimato et al., 2010).

Post-feeding ruminal ammonia-N levels were statisti-
cally similar among groups (P>0.05). In general, whi-
le ruminal ammonia-N levels were the highest at 2-4
h post-feeding it was the lowest at 6 h post-feeding.
The lowest ammonia-N was 16.31 mg/dL among all
groups and sampling hour, which were well-above
the critical level of 5 mg/dL for optimal microbial pro-
tein synthesis in the rumen (Satter and Slyter, 1974).

In general, post-feeding ruminal volatile fatty acid
concentrations of cows fed on a different diet were
similar (P>0.05), except 2-h post-feeding. Generally,
0-h post feeding total VFA concentrations were the
lowest in all groups, increased with feeding and then,
came close back to starting levels (0-h post-feeding
level) at 8-h post-feeding. Even though these increa-
ses were statistically similar among all groups and
hours (P>0.05) only total VFA level was significantly
lower 2-h post-feeding in cows fed 30% PPS compa-
red with other groups (P<0.05). The percentages of
acetic acid, propionic acid and butyric acid were ge-
nerally similar among groups (P>0.05), except 8-h
post feeding propionic acid levels. Especially, percen-
tages of acetic acid and propionic acid levels are very
important for the synthesis of milk fat and lactose in a
dairy cow (Tekce and Gill, 2014). The percentages of
acetic acid and propionic acid ranged from 52.74 and
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18.64 to 64.99 and 32.01%, respectively, for all gro-
ups and sampling times, which were at desirable
levels for ideal milk fat and lactose synthesis. Sugi-
moto et al. (2006), Sugimoto et al. (2008) and Sugi-
moto et al. (2010) have reported the rather low total
VFA, propionic and butyric acid levels, but higher
acetic acid level compared with the results of the
present study. The differences between these studies
might have resulted from the carbohydrate contents
of the total ration used in these experiments.

It can be concluded that PPS prepared with wheat
bran and barley straw offers a very good silage qua-
lity, even better than corn silage. Substitution of corn
silage with PPS up to 45% did not cause any negati-
ve effects but resulted in some positive effects on
animal performance. Although cows fed PPS had
1.58 kg/day lower dry matter consumption than cows
fed corn silage, there was no difference in milk yield.
Substution of corn silage with PPS did not cause any
changes at the rumen fermentation parameters in
dairy cows. Therefore, corn silage can be substituted
by PPS upto %45 in dairy cow diets.
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Ozet: Kanser tedavisinde kullanilan radyasyon uygulamalarinin énemli komplikasyonlari arasinda radyasyona bagli
karaciger ve bdbrek toksisitesi bulunur. Doku ve/veya organlarda sekillenen radyasyon hasari, alinan radyasyon dozu-
na baglidir. Bu ¢galisma ile farkli dozlarda verilen iyonize radyasyonun (IR) sigan karaciger ve bobrek dokusu Uzerine
olasi toksik etkilerinin degerlendiriimesi amaglandi. Calismada, 40 adet disi Wistar albino cinsi sigan rastgele 4 gruba
ayrildi. Gruplar; kontrol grubu, 1Gy radyasyon grubu, 5Gy radyasyon grubu ve 10Gy radyasyon grubu seklinde belir-
lendi. Radyasyon uygulamalari gama i1sini kullanilarak tek doz total viicut isinlamasi seklinde yapildi. Gruplara ait kara-
ciger ve bobrek dokulari Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson trikrom ve Periyodik asit Schiff (PAS) boyama ile histopa-
tolojik olarak degerlendirildi. Ayrica, kaspaz-3 imminboyama ile apopitotik hiicre sayisi belirlendi. IR uygulanan karaci-
ger dokulari histolojik olarak incelendiginde, radyasyon uygulanan karaciger dokularinda basta vaskuler ve interstisyel
hemoraji alanlari olmak Uzere gesitli hiicresel hasarlar gézlenmis olup hasar dereceleri radyasyon dozu ile dogru oran-
tihydi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda en belirgin fibrozisin 10 Gy radyasyon uygulanan grupta oldugu gézlendi. Ayri-
ca, 5 Gy ve 10 Gy gruplarinda hepatositlerin glikojen igeriginde tiikenme oldugu gorildi. Uygulanan IR, bobrek tiibille-
rinde ve interstisyel dokuda degisikliklere ve hiicresel hasara neden oldu. Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy IR uygulanan grup-
larda kollajen liflerin miktarinin arttigi ve proksimal tiibdl epitel hiicrelerinde belirgin mikrovillus kaybi ile epitel bazal
membranlarinda kalinlasma oldugu gorildu. Kaspaz-3 + hicre sayisi IR'nin hem karaciger hem de bdbrek dokulari
Uzerinde apopitozu arttirici etkiye sahip oldugunu gosterdi. Sonug olarak, galisma bulgulari karaciger ve bobrekte olu-
san doku hasarinin ve apopitotik hlicre sayisinin IR’da uygulanan doza bagl oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Apopitoz, bébrek, iyonize radyasyon, karaciger

The lonizing Radiation Effect on Liver and Kidney Tissue

Summary: Radiation-induced liver and kidney toxicity are among the major complications of radiation applications
used in cancer treatment. Radiation damage that occurs in tissues and/or organs depends on the radiation dose recei-
ved. In this study, it was aimed to evaluate the possible toxic effects of ionizing radiation (IR) given in different doses
on rat liver and kidney tissue. Investigation the possible effects of different doses of ionized radiation (IR) on liver and
kidney tissues. In this study, 40 female Wistar albino rats were randomly divided into 4 groups. The groups were deter-
mined as the control group, 1 Gy radiation group, 5 Gy radiation group and 10 Gy radiation group. Radiation applicati-
ons were performed as a single dose of total body irradiation using gamma rays. Liver and kidney tissues of the groups
were evaluated histopathologically through Hematoxylin-Eosin (H&E), Masson trichrome and Periodic acid Schiff (PAS)
staining. Furthermore, the number of apoptotic cells was determined by caspase-3 immunostaining. When liver tissues
treated with IR were examined histologically, various damaged cellwere observed in the irradiated liver tissues, especi-
ally vascular and interstitial hemorrhage areas, and also the degree of damage was directly proportional with the radia-
tion dose. Compared to the control group, the most prominent fibrosis was observed in the group treated with 10 Gy
radiation. Furthermore, glycogen content depletion of hepatocytes was seen in 5 Gy and 10 Gy groups. The IR applied
caused changes and cellular damage in the renal tubules and interstitial tissue. Especially in the 5 Gy and 10 Gy IR
applied groups, the amount of collagen fibers increased and proximal tubule epithelial cells were found to have thicke-
ning of the epithelial basement membranes with marked loss of microvilli. The caspase-3 + cell count showed that IR
have an apoptosis-enhancing effect on both liver and kidney tissues. As a result, the study findings revealed that the
tissue damage and apoptotic cell number in the liver and kidney are dependent on the dose administered in the IR.
Key words: Apoptosis, ionizing radiation, kidney, liver

Giris gectigi dokularin hiicrelerinde atomlardan ve molekiil-
lerden elektronlari ¢ikararak iyonlar olusturdugu icin
Kanser tedavisinde kullanilan radyasyon, iginden iyonlastirici radyasyon (IR) olarak adlandirilir. Bu
hicreleri 6ldirebilir veya genleri degistirebilir, bdylece
Gelis Tarihi/Submission Date : 16.07.2020 hicrelerde buytimeyi durdurur. IR’nin normal dokular-
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Radyasyonun dokulara etkisi...

daki biyolojik etkileri dogrudan veya dolayli olarak
meydana gelebilir. Dogrudan etki ile radyasyon huc-
renin hedef molekdli olan DNA'sini etkilerken, dolayli
etkide ise hicrelerdeki atomlarin iyonlagsmasi ve mo-
lekiiler yapilarinda bozulmalar gériilebilir (Ozgiiner ve
Mollaoglu, 2006). Radyasyon toksisitesi, radyasyon
maruziyetinden sonra reaktif oksijen radikallerinin
genis capl oksidatif hasara yol agmasi ile iligkilidir
(Sagar, 2005). Bunun yani sira IR'ye maruz kalan her
canh organizmada farkli doku ve hiicre tipindeki etki-
lenmeler, cesitli sekillerde ortaya c¢ikabilir (Park ve
ark., 2015). IR saglkli biyolojik sistemlerde serbest
oksijen radikallerinde artisa neden olur. Bu radikaller,
hem htcrelerin DNA'sIn1, proteinlerini ve zar lipitlerini
etkileyerek hlicrede hasara neden olur, hem de anti-
oksidan savunma mekanizmalarini olumsuz ydénde
etkiler. Radyasyona maruz kalma sonucu olusan
serbest oksijen radikaller ayni zamanda antioksidan
savunma mekanizmalarini olumsuz yodnde etkiler
(Karbownik ve Reiter, 2000). IR’nin hiicreler tzerin-
deki etkisi, 1Isinlanma dozu arttikga hicre déngusu
bozukludu, anormal mitoz veya hicre 6lumu insidan-
sI seklindedir. Bu baglamda, apopitotik hiicre 6limd,
hicreler IR'ye maruz kaldiktan sonraki ana hucre
Olimu formlarindan biri olarak kabul edilir (Verheij ve
ark., 2000). Hicre 6limini kontrol eden tim apopito-
tik yolaklarda kritik bir role sahip olan kaspazlarin
dogrudan aktivasyonu ile tetiklenebilir (Shinomiya,
2001). Birgok abdominal ve alt torasik timorler igin
radyasyon ile tedavide karaciger ve bobreklerin 1sin-
lanmasi kaginilmazdir (Cohen ve Robbins, 2003).
Karacigerin radyasyon toleransi oldukga sinirhidir.
Radyasyona bagli nefropatinin histopatolojik arastir-
malari, bobrek glomeriillerine, kan damarlarina, tiibi-
ler epiteline ve interstisyuma zarar verdigini gdster-
migtir (Cohen ve Robbins, 2003). Maruz kalinan doz
ve sireye bagl olmakla birlikte iyonlastirici radyas-
yon verilen kemirici karacigerinde, piknotik ve cift
cekirdekli hepatosit sayisinda artis oldugu gortlmis-
tur (Sharma ve Sharma, 2005).

Hicre kultirlerinde veya laboratuvar hayvanlarinda
deneysel calismalar dustk bireysel degiskenlige sa-
hip populasyonlarla ¢alismayi ve dogru dozdaki rad-
yasyon dozlarini test etmeyi saglayan radyasyonun
biyolojik etkilerini dederlendirmek igin bir alternatiftir.
Ayni zamanda, in vitro sistemler, in vivo sistemlerle
karsilastiriidiginda radyasyona farkh tepki gosterebil-
diginden, laboratuvar hayvanlari ile yapilan deneyler,
radyasyonun etkileri ve altta yatan mekanizmalari
hakkinda bilgi saglamaktadir (Duport ve ark., 2012).

Gunumuzde tip alaninda IR'nin artan kullaniminin bir
sonucu olarak, giderek daha fazla insan, radyoterapi
sirasinda birkag diizine Gy de dahil olmak lzere fark-
Il dozlarda IR'ye maruz kaliyor. IR’'ye maruziyet son-
rasinda alinan radyasyon dozunun organlar tzerinde
nasil bir etki olusturdugu merak konusu olmustur.
Normal doku yaralanmalarinda hem akut hem de ge¢
toksisiteyi dnlemenin yollarini bulmak biyik 6nem
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tasimaktadir, ¢iinki radyasyona bagl bu toksisiteden
kaynaklanan yikim bazen tedavi edilen ilk lezyondan
¢ok daha kotu olabilmektedir. Bu nedenle bu galisma
ile farkli dozlarda verilen IR’nin Wistar albino sigan
karaciger ve bébrek dokusu tzerindeki etkisinin histo-
lojik ve immunohistokimyasal metotlarin kullaniimasi
ile belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 14.11.2018 tarihinde
18/140 karar no ile etik onayi ile gerceklestirildi. Ca-
hsmada, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi'nde (DEKAM) yetistirilen agirliklari
250-300 gr arasinda degisen 40 adet Wistar albino
disi sican kullanildi. Siganlar arastirma suresince 19-
21°C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik sik-
luslu cevre, 6zel hazirlanmis standart laboratuvar
kosullarinda ve otomatik olarak klimatize edilen oda-
larda plastik kafeslerde korundu. Deney siresince
si¢anlar normal pelet yem ile beslendi.

Radyasyon uygulamasi

Calismaya baslamadan 6nce hayvanlar her grupta 10
sican olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. Deney
gruplar su sekilde belirlendi; 1) kontrol grubu; 2) tim
vicut 1 Gy radyasyona maruz kalan grup; 3) tim
vicut 5 Gy radyasyona maruz kalan grup; 4) tim
vicut 10 Gy radyasyona maruz kalan grup. Radyas-
yon uygulamasi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Bolimiinde Cobalt-60 teletera-
pi (GWXJ80-Co60 Teletherapy Unit) cihazi ile olustu-
rulan y-isini kullanilarak 28.5x28.5x5 cm boyutunda
ve 2.5 cm derinlikte tahtadan yapilan 6zel bir kutu
icerisinde anestezi yapmadan, 5’erli gruplar halinde,
total vicut 1sinlamasi seklinde yapildi. Isinlama sira-
sinda siganlarin nefes almalarina izin vermek igin
kutunun ust kismina delikli tray yerlestirildi. Tim vi-
cut 1sinlamasi (Villa-Genius HF-80, Cift masa, cift
tiplii réntgen cihazi, 1994; Del Medical, Milan, italya)
15-20 miliRad16 dozunda 2 dakikalik araliklarla uy-
gulandi. Toplam uygulanacak tez doz 1 Gy, 5 Gy ve
10 Gy olacak sekilde hesaplandi.

Histolojik boyama

Radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra ketamine-
ksilazin (75 mg/kg-10 mg/kg) ile genel anesteziye
alinan kontrol ve deney gruplarindaki tim siganlar
dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan karin bol-
gesi V harfi seklinde agilarak siganlarin karaciger ve
bdbrek dokulari hizlica ¢ikarilip %10’luk formaldehit
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ile tespit edildikten sonra dereceli olarak artan alkol
serilerinden gegirilip, ksilende bekletildikten sonra
eriyik parafine gémulerek bloklar elde edildi. Tim
numunelerden hazirlanan parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda alinan kesitler, genel histolojik degerlen-
dirme icin hematoksilen-eozin (H&E), fibrozis/
kollajenleri degerlendirmek icin Masson trikrom ve
son olarak Periyodik Asit Schiff (PAS)boyama metod-
lari kullanildi.

Histopatolojik degerlendirme

Standart 151k mikroskop ile degerlendirme igcin H&E
ile boyanmis preparatlar kullanildi. Karaciger hasari
konjesyon, nekroz ve yaygin nekroz olmak Uzere
skorlandi (Hwang ve ark., 2003). Bbbrek hasari ise
radyasyona bagl tubller hasarsiz (0), hafif (1), orta
(2) ve siddetli hasar (3) olmak Uzere derecelendirildi
(Inomata ve ark., 1999). Histopatolojik degerlendir-
mede tublllerde dilatasyon, atrofi ve protein birikimi,
glomerulde vakuolizasyon ve interstisyel alanda len-
fosit infiltrasyonu degerlendirildi. Hem karaciger hem
de bdbrek dokularinda IR’nin interstisyel fibrozis etki-
sini belirlemek igin, her denekten rastgele alinan
masson trikrom ile boyanmis 20 mikroskobik alan
(x200 buyutmede) degerlendirildi. Her alanda yari
kantitatif analiz su sekilde yapildi: O=fibrozis yok;
1=alanin <%10'unda fibrozis; 2=alanin %10-25'inde
fibrozis; 3=alanin %25-50'sinde fibrozis; 4=alanin>%
50'sinde fibrozis. Interstisyel fibrozis derecesi, her
grup i¢in yuzde (%) olarak hesaplandi (Wang ve ark.,
2016).

immunohistokimyasal boyama ve degerlendirme

Uretici firmanin tavsiyelerine gdre avidin-biotin-
peroksidaz yontemi (Thermo Scientific, Waltham,
MA, ABD) kullanilarak immunohistokimya boyama
metodu kullanildi. Bunun igin, 5 ym kalinhdinda ali-
nan kesitler ksilende deparafinize edildi ve azalan
alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi. Antigen
retrieval igin sitrat tampon sollisyonunda (pH:6) mik-
rodalga’da (750W) 10 dakika kaynatildi. Kaynatma
sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen kesitler PBS (Phosphate Buffered Sali-
ne) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra 5 dakika Ultra V
Block sollisyonu uygulanip ardindan PBS ile yikama
yapllmadan kaspaz-3 primer antikor (1:500, Cell Sig-
naling Technology, Leiden, Netherlands) ile 4 °C'de 1
gece nemli ortamda inkibe edildi. Primer antikor uy-
gulanmasini takiben PBS ile 3x5 dakika yikanan ke-
sitlere 10 dakika biyotinli sekonder antikor uygulandi.
PBS ile 3x5 dakika yikanan kesitler peroxidase-
conjugated streptavidin ile 10 dakika nemli ortamda
oda isisinda inkibe edildi ve PBS igerisine alindi.
immiinohistokimyasal reaksiyonlar, kromojen
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(diaminobenzidin tetrahidroklorir, DAB) (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) ile gdrsellestirildi. Ma-
yer's hematoksilen ile zit boyama yapilan dokular
distile sudan gegirilerek dereceli alkol serileri ile de-
hidre edilip ksilenden gegirildi ve uygun kapatma so-
lusyonu ile kapatildi. immunohistokimyasal boyama
metodu uygulanan herbir preparat 1sik mikroskobu
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) altinda incelendi.
Deney gruplari arasinda kaspaz-3 pozitif hiicre sayi-
sini belirlemek igin, her denege ait kesitlerden rastge-
le secilen 10 farkli mikroskobik alandaki kaspaz-3
pozitif hiicre sayisi sayildi (Yay ve ark., 2018).

Istatistiksel analiz

Tum istatistiksel testler TURCOSA yazilim progra-
minda yapildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gOsteren degiskenlerde gruplar arasi karsilagtirmalar-
da Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA), gruplar ara-
sinda farkliigin énemli bulundugu durumlarda Tukey
¢oklu karsilastirma testi kullanildi. P<0.05 degeri ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Karaciger dokusunun histopatolojik
degerlendirmesi

Calismada, ratlardan alinan karaciger ve bobrek do-
kularina H&E, masson trikrom ve PAS boyama me-
totlar uygulandi. Elde edilen sonuclar sekil 1’de gos-
terilmistir. Histopatolojik dederlendirmede, radyasyon
uygulanmayan kontrol gruplarina ait dokular kendi
normal histolojik doku o6zelliklerini gdsterdi. Kontrol
grubuna ait karaciger dokulari normal parankimal
yapi Ozelliklerini sergilemiglerdir. Lobduller igerisinde
vena centralis etrafinda isinsal tarzda dizilmis karaci-
ger hicreleri (hepatositler) yer almaktaydi. Hepatosit-
ler etrafinda karaciger sintzoidleri dizgin gdzlen-
mekteydi. Portal alanlarda ise, bag dokusu iginde
hepatik arter, ven ve safra kanali UglisU yer almak-
taydi. Radyasyon uygulanan dokularda basta vaski-
ler ve interstisyel hemoraiji alanlari olmak lzere gesitli
hlcresel hasarlar gozlenmis olup hasar dereceleri
radyasyon dozu ile dogru orantilhydi. 5 Gy radyasyon
uygulanan gruplara ait karaciger kesitleri incelendi-
ginde kontrol grubundan farkl olarak, yogun vaskuler
sinuzoidal hemoraji ile birlikte, eritrositlerin sikisarak
sinuzoidleri doldurmus oldugu goézlendi. 10 Gy rad-
yasyon uygulanan bitiin deney gruplarinda, yogun
nekrotik alanlarin bulundugu goézlendi. Ayrica vena
sentralis’ten i1sinsal tarzda uzanan sinislerde belirgin
genigleme vardi (Sekil 1). Karaciger dokulari histopa-
tolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu rad-
yasyon uygulanan gruplara gére en disuk skora sa-
hipti. Radyasyon uygulanan tim deney gruplarinda
kontrol grubuna gore skor derecesi anlamli diizeyde
yuksekti (P<0.001) (Tablo 1).
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Sekil 1. Kontrol grubunda ve farkh dozlarda tim vi-
cut Y 1sinlamasi uygulanan siganlarin karaciger do-
kularinda x40’'llk biyitmede Hematoksilen-Eozin
(HE), Masson Trikrom (MT) ve Periyodik asit Schifft
(PAS) boyamasi ile boyanmis kesit goruntileri. H&E,
MT ve PAS boyamasli. Yildiz (*) nekrotik alanlari,
ince ok (—» ) hemorajiyi, kalin ok (=) ise fibrozisi
gOstermektedir

Masson trikrom boyama ile gruplar fibrotik doku baki-
mindan kiyaslandiginda, kontrol gruplarina ait karaci-
ger kesitlerinde vena sentralis ve ona komsu damar-
larin duvarinda tek sira halinde ince kollagen lifler

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 11-18

Bébrek dokusunun histopatolojik
degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait bébrek dokulari parankimasinda
bdbrek cisimcikleri (renal korpuskulleri), proksimal ve
distal kivrintili ttbdller, peritibiler kapiller damarlar
ve medullar iginlar dizgin yerlesimleri ile normal
gérinume sahipti. Radyasyon uygulanmayan kontrol
gruplarinda, glomertller ve tibuller normal histolojik
ozellik gosterdi. Radyasyon uygulanan grubun bdb-
rek dokusu histolojik olarak incelendiginde, kontrol
grubuna goére son derece 6nemli ve anlamli dejenera-
tif degisiklikler sergiledigi goézlendi. Uygulanan IR’nin
tubdlllerde ve interstisyel dokuda erken degisiklikleri
dikkati ¢ekti ve hucresel hasara neden oldugu gorul-
di. 1 Gy ve 5 Gy radyasyon grubuna ait bébrek do-
kularinin histopatolojik incelemesinde, hem interstis-
yel bag dokusu alanlarinda hem de renal korpuskille-
rin glomertllerinde belirgin hemoraji gdzlendi. Ayrica
10 Gy radyasyon grubunda, kontrol grubu ile karsi-
lastirildiginda, bu bulgulara ilaveten tibdl hicrelerin-
de de belirgin hasar mevcuttu (Sekil 2). Deney grup-
larina ait bdbrek dokulari histopatolojik olarak deger-
lendirildiginde, kontrol grubuna gére radyasyon uygu-
lanan gruplarda radyasyon derecesine bagli olarak
hasarin anlamh derecede arttigi gézlendi (P<0.001)
(Tablo 1).

Tablo 1. Deneklere ait karaciger ve bdbrek dokularinda histopatoloji ve fibrozis skor sonuglari

Kontrol 1Gy 5Gy 10Gy P

Karaciger 0.20+0.42° 1.00+0.781° 2.00+0.47° 2.20+0.63° .001
histopatolojisi

Bobrek 0.30+0.48° 1.10£0.73° 1.80+0.63* 2.40+0.69° .001
histopatolojisi

Karaciger 0.10+0.31° 0.50+0.52% 1.00£0.81° 2.00+0.81° .001
fibrozis

Bobrek 0.20+0.42° 0.90+0.73% 1.70+0.82"° 2.10+0.87° .001
fibrozis

Veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda yer
alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkh harfler gruplar arasindaki farklihgi ifade etmektedir.

g6zlendi. Radyasyon uygulanan gruplarda ise portal
alan cevresinde kollagen liflerin, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda radyasyon dozuna bagh olarak art-
mis oldugu goruldu (Sekil 1). Fibrozis 5 Gy ve 10 Gy
radyasyon uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlaml  derecede yuUksekti
(P<0.001) (Tablo 1).

PAS ile boyanan kesitlerde kontrol grubuna ait kara-
ciger parankiminde yogun glikojen iceren hepatosit
kordonlari gézlendi. Radyasyon uygulanan gruplarda
ise, hepatositlerin glikojen igeriginde tilkenme oldugu
dikkati cekti. Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy radyasyon uy-
gulanan gruplarda kontrol grubuna goére hepatositle-
rin glikojen igeriklerinde anlamli bir azalma oldugu
dikkati gekti (Sekil 1).
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Fibrozisi degerlendirmek icin, deney gruplarina ait
masson trikrom boyama metodu uygulanan bobrek
kesitlerinde, kontrol grubunda belirgin bir boyanma
g6zlenmezken IR uygulanan deney gruplarinda art-
mis fibrozis dikkati ¢ekti (Sekil 2). 5 Gy ve 10 Gy IR
uygulanan gruplara ait bébrek dokularinda interstisyel
alanlarda masson trikrom ile boyanmis kollajen liflerin
miktari  anlamh  derecede artmisti (P<0.001)
(Tablo 1).

Bobrek dokusunda tibdllerin mikrovillus yapilari ve
bazal membrandaki hasari gérebilmek igin, PAS bo-
yama metodu uygulanmigtir. Kontrol grubuna ait si-
¢anlardan alinan bdbrek dokularinda tubdl epitel hiic-
releri ve bazal membran yapilar olduk¢a dlzgun
gérinuimdeydi. IR wuygulanan gruplarda, &zellikle
proksimal tlbdil epitel hiicrelerinde belirgin mikrovillus
kaybl ve bowman kapstullpariyetal yapragi ile tubul
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Sekil 2. Kontrol grubunda ve farkli dozlarda tim vi-
cut Y 1sinlamasi uygulanan siganlarin bobrek dokula-
rinda x40’lik biyitmede Hematoksilen-Eozin (HE),
Masson Trikrom (MT) ve Periyodik asit Schifft (PAS)
boyamasi ile boyanmis kesit gorintileri. H&E, MT
ve PAS boyamasi. Yildiz (*) nekrotik alanlari, ince ok
(—) hemorajiyi, kalin ok (=) ise fibrozisi gdstermek-
tedir

yapilarinin bazal membranlarinda kalinlasma dikkati
cekmistir. PAS boyama metodu uyguladigimiz IR
gruplarinda gézlenen bu bulgular 6zellikle 5 ve 10 Gy
radyasyon uygulanan deney grubunda daha belirgin-
di (Sekil 2).

immunohistokimyasal bulgular

Calismada, IR’nin karaciger ve bobrekte olusturdugu
hasarda apopitozun herhangi bir roliintin olup olmadi-
gini belirlemek icin immunohistokimya boyama meto-
du kullanildi (Sekil 3).

Kaspa:

e BGY  Priiad fded 110Gy e

Sekil 3. Kontrol ve farkli dozlarda tim vicut Y isinla-
masi uygulanan gruplarin karaciger ve bodbrek doku-
larinin immunohistokimyasal olarak kaspaz-3 ile bo-
yanmis kesit goruntileri (x40)

Buna gdére, tim deney gruplarina ait deneklerden
alinan karaciger ve bobrek kesitlerinde X40’lik buyut-
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mede her denekten 10 farkl alan olacak sekilde kas-
paz-3+ hucre sayisi hesaplandi. Elde edilen istatistik-
sel veriler, IR’'nin hem karaciger hem de bobrek doku-
lar1 Uzerinde apopitozu arttirici etkiye sahip oldugunu
gosterdi. Kontrol grubu karaciger hicrelerindeki kas-
paz-3 ekspresyonu IR uygulanan gruplara gére an-
lamli derecede daha azdi (P<0.001) (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

RT bir¢cok malignite icin dnemli bir tedavi yontemidir;
bununla birlikte, timaér hiicrelerine bitisik olan normal
dokularin isinlanmaya maruz kalmasi doku hasarina
neden olabilir ve bu istenmeyen etki terapétik basari-
yi sinirlayabilir (Prasanna ve ark., 2012). IR, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA zincir
kiriklari gibi biyokimyasal degisikliklere ve makromo-
lekil modifikasyonlarina yol acan hucredeki cesitli
bilesenlere saldirarak DNA hasari, genomik kararsiz-
lik gibi cesitli degisiklikleri tesvik ederek doku hasari-
nin olusmasina neden olur (Fuchs-Tarlovsky ve ark.,
2013). Karaciger hucreleri olan hepatositler, organin
metabolik fonksiyonlarinin gogunu yerine getiren ve
karaciger populasyonunun yaklasik %80'ini olusturan
baslica parankimal hucrelerdir. Bununla birlikte, rad-
yasyona maruz kalmanin ardindan karaciger doku-
sunda olusan toksisite, ROS'ta ve hepatik hiicrelerin
islev gdrememesine neden olan inflamatuar belirteg-
lerin seviyesindeki artis gibi ¢esitli patolojik degisiklik-
lere neden olur (Benson ve ark., 2016).

RT'deki teknik gelismelerin devam etmesine ragmen,
saglikh dokudaki radyasyonun hem akut hem de ge-
cikmis yan etkileri kanser tedavisinin 6nindeki en
onemli engellerden biri olmaya devam etmektedir
(Okunieff ve ark., 2008). Kemirgenler, deneysel mo-
deller olarak, insanlara anatomik, fizyolojik ve genetik
benzerliklerinden dolayi birgok avantaja sahiptir. Rat-
lar, radyasyona bagh karaciger yaralanmalarinda en
cok kullanilan hayvanlardir. Wistar sicanlari ile yapi-
lan bir calismada tek doz 6 Gy toplam viicut i1ginla-
masina maruz birakildiginda, lipid peroksidasyonu ve
oksidatif stres karacigerde onemli dlgide artmis ve
malondialdehit seviyelerinin de arttigi gortlmustir
(Taysi ve ark., 2003). Karaciger radyasyon hasari
histolojik olarak parankimal hepatosit kaybi, lobuler
yapidaki bozulma, vendz obstriiksiyon ve yorgunluk,
asit ve yuksek karaciger enzimleri gibi klinik semp-
tomlarin eglik ettigi sintzoidal konjesyonlar ile karak-
terizedir (Kim ve Jung, 2017). 6 Gy y-isinlarina maruz
kalan sicanlar ALT, AST, ALP ve anti-inflamatuar
belirteglerin (TNF-a ve IL-1B8) serum aktivitelerinde

Tablo 2. Deneklere ait karaciger ve bobrek dokularinda kaspaz-3 + apopitotik hlicre sayilarinin kargilastiriimasi

Kaspaz-3 Kontrol 1Gy 5Gy 10Gy P
Karaciger 1.13+1.35° 4.80+4.07%° 8.93+4 46° 15.80+7.86° .001
Bobrek 1.06+1.03% 13.73+5.95° 12.66+4.25° 26.53+6.70° .001

Veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda
yer alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir.
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artis gostermis ve histopatolojik inceleme ile gosteril-
diginde hepatik mimarinin degismesine neden olmusg-
tur (Mansour ve ark., 2017). Birinci ve yedinci giinle-
rinde 30 dakika sire ile Kobalt 60-Y (1,333 MeV) isini
ile 10 Gy dozunda radyasyona maruz birakilan fare-
lerin karacigerinde prolifere olan hepatosit sayisinda
azalmaya ve cift ¢cekirdekli hepatosit sayisinda artisa
neden oldugu goériimastir (Karahan ve ark.,
2008).Tek doz 6 GY radyasyona maruz kalan sigan-
larin 48 saat sonra sakrifiye edilen karaciger dokulari
hicbir histopatolojik degisiklik goérilmeyen kontrol
grubu ile kiyaslandiginda fokal dejenerasyon alanlart,
tikall ve geniglemis sintizoidler gorilmustur (Salem
ve ark., 2016). 7.2 Gy'lik tek bir dozda tim vicut
60Co y radyasyonuna maruz kalan insan disi primat-
larda 60 guinlik sire igerisinde bdbrek ve karacigerde
dokularinda gugli metabolik degisiklikler gorulurken
diger dokularda hafif degisiklikler gézlenmistir
(Cheema ve ark., 2019). Calismamizda ise farkli doz-
larda (1Gy, 5Gy ve 10 Gy) radyasyon uygulamasin-
dan 24 saat sonra sakrifiye edilen karaciger dokulari
kontrol grubu ile kiyaslandiginda vaskiler ve inters-
tisyel hemoraji alanlari olmak Uzere ¢esitli hiucresel
hasarlar gézlenmis olup hasar dereceleri radyasyon
dozu ile dogru orantiliydi. 5 Gy radyasyon uygulanan
gruplarda yogun vaskdler sinuzoidal hemoraiji ile bir-
likte, eritrositlerin sikisarak sinuzoidleri doldurmus
oldugu goézlenirken 10 Gy radyasyon uygulanan grup-
larda ise yodun nekrotik hlcreler ve vena sentra-
lis'ten 1sinsal tarzda uzanan sinuslerde belirgin genis-
lemeler oldugu gorilmuastir. Ayrica, IR uygulanan
gruplarda, radyasyon dozuna paralel olacak sekilde
fibrozis arttidi ve hepatositlerde glikojen igeriginde
tikenme oldugu dikkati cekmistir. Bu ¢calismada, lite-
ratlirdeki caligmalardan farkli olarak ile farkli dozlarda
tek doz uygulanan tim vicut 1sinlamasindan 24 saat
sonra bile sakrifiye edilen karaciger ve bébrek doku-
larda hasar meydana geldigi g6zlenmis oldu.

Bobrek, vicudun detoksifikasyon, toksik metabolitle-
rin ve ilaglarin atilmasi gibi birkac temel iglevi yapma-
sl igin gerekli olan dnemli bir organdir. Karin maligni-
tesi olan hastalarda, bébrek isinlamasi kaginiimazdir
(Ismail ve ark., 2016). Tedavi surecinde, disik doza
ragmen radyosensitif organlarda gelisen duyarllik da
dikkate alinmalidir. Bu organlar arasinda en 6nemli
unsur bobrek dokusudur. Bu dokudaki patolojik degi-
siklikler, dozaj dislk olsa bile hemen baslar (Caloglu
ve ark., 2009). Radyasyon nefropatisi perflizyon bo-
zuklugunu, artmisg damar gegirgenligini ve inflamatuar
reaksiyonlari icerir, bu durum hayati tehdit edici olabi-
lir (Cohen ve Robbins, 2003). Yuksek dozda 20 Gy
iIsinlamanin boébrek hasarina neden olabilecegini
bildirmistir (Kucuktulu, 2012). Bir baska calismada
disiik dozda (4-5 Gy) i1sinlamanin dahi énemli bob-
rek hasarina neden olabilecegi gosterilmistir (Moulder
ve Cohen, 2005). Radyasyona bagli nefropatinin his-
topatolojik olarak incelendidi arastirmalarda, glome-
rullerde, kan damarlarinda, tibul epitel hicrelerinde
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ve interstisyumda hasara neden oldugu gosterilmistir
(Cohen ve Robbins, 2003). Calismamizda IR uygula-
nan bdbrek dokularinda hem tibullerde ve hem de
interstisyel dokuda dedgisikliklere neden oldugunu
belirledik. Ozellikle 5 ve 10 Gy radyasyona maruz
kalan bobrek dokularinda, belirgin hemoraji, glome-
rullerde ve tubdl hicrelerinde hasar mevcuttu. Calig-
mamizda, farkli dozlarda IR'ye maruz kalan bobrek
dokularinda kontrole goére artmis fibrozis gézlendi.
Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy IR uygulanan gruplara ait
bdbrek dokularinda interstisyel alanlarda kollajen
liflerin miktar artmisti. Ayrica, PAS boyama metodu
ile boyanan boébrek kesitlerinde IR uyguladiimiz
gruplarda proksimal tubul epitel hicrelerinde belirgin
mikrovillus kaybi ve bazal membranlarinda kalinlag-
ma dikkati ¢ekti.

Radyasyonun, hiicre 6limi ve kemirgenlerde fibrotik
degisikliklerle karakterize karaciger hasarina neden
oldugu bilinmektedir (Kim ve Yung, 2017). Hicreler
IR’'ye maruz kaldiktan sonraki ana hiicre 6limi form-
larindan biri olan apopitotik hiicre élimune yol acar
(Verheij ve Bartelink, 2000). Kaspazlar, substratlarini
aspartat tortusunda pargalayan, hiicrede apopitoz ve
iltihaplanmada 6nemli rol oynayan bir sistein proteaz
ailesidir (Martinon ve ark., 2004). ilging bir sekilde,
yiksek dozlarda (4Gy veya 8Gy) akut olarak isinla-
nan fareler, inflamasyonla ilgili proteinlerin ekspres-
yonunda kalici degisiklikler gosterirken, uzun vadeli
radyasyonla toplam 8Gy dozu, apopitozla iliskili pro-
teinlerin ekspresyonunda degisikligine neden oldugu
gOrulmustir (Nakajima ve ark., 2017). 10 Gy radyas-
yona maruz kalan karaciger dokusunda Western blot
analizi ile kaspaz-3 ekspresyonu degerlendirildiginde
tipki bizim ¢alismamizdaki gibi iyonize radyasyondan
sonra 1. gunde bile bir artis oldugu gézlenmistir (Han
ve ark., 2019). Calismamizda IR’ye maruz kalan hem
karaciger hem de bobrek dokularinda kontrole goére
kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi arttigi ve en fazla kas-
paz-3 pozitif hiicre sayisi 10 Gy IR grubunda goril-
mistir. Bu da bize radyasyon dozuna bagh olarak
radyosensitif olan karaciger ve bdbrek dokularinda
hicre 8liminun tetiklendigini gdsterdi.

Dokularin radyasyona karsi olusturduklari hucresel
cevaplar farklilik géstermektedir. Ginimiizde radyas-
yon igeren uygulamalarin sikhgi, kullanilan dozlar ve
buna bagli doku hasarlar gérilme olasiligi giderek
artmaktadir. RT uygulanan pek ¢ok onkolojik vakada,
RT alanina karaciger ve bdbreklerin girmesi, bu or-
ganlar uzerinde olumsuz etki olusturabilmektedir.
IR’'nin organizma Uzerindeki etkileri birgok faktore
bagli olup genis bir gercevede incelenebilir. Bu galis-
madaki amacimiz farkl dozlardaki IR'nin karaciger ve
bobrek dokusunda hiicreler lizerinde yaptigi etkileri
degerlendirmekti. Sonuglarimiza gére, hastaya uygu-
lanacak radyasyon dozunun mimkin oldugunca az
tutulmasina ragmen hastada radyasyon hasari olus-
turma olasiligi bulunmaktadir. Bu nedenle asil uygu-
lama alani diginda birakilmasi mimkin olmayan bu
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organlari korumaya yonelik farkli yaklagimlara ihtiyag
vardir.
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Summary: This study was conducted to identify the occurrence and types of trauma-related ocular disorders in 114
birds belonging to 39 species. For this purpose, both detailed neurological examination and ophthalmologic examina-
tion results of the birds admitted to our clinics with a trauma history or trauma findings are presented. Thirty cases were
evaluated to suffer from trauma-related eye injuries. Uvea lesions (n=12) were the most frequent disorder of traumatic
eye injury. On cranial nerve assessment, anisocoria, pupillary light reflex, menace response, globe and third eyelid
position, palpebral reflex, and nystagmus were evaluated. The most frequent neurologic finding of traumatic eye injury
was anisocoria (n=9). Ophthalmologic examination accompanying neurological examination is the most important fac-
tor in the early management of traumatic birds.

Key words: Bird, cranial nerve assessment, treatment, traumatic eye injuries, uvea

Travmatik Kuslarda Okiiler Lezyonlar ve Norolojik Bulgulari: 114 Olgunun Retrospektif Degerlendirilmesi
Ozet: Bu galisma, 39 tiire ait 114 kusta travmaya bagli géz bozukluklarinin olusumunu ve tiplerini belirlemek igin yapil-
mistir. Bu amagla klinigimize travma 6yklsu veya travma bulgulari ile bagvuran kuslarin hem detayli ndrolojik muayene
hem de oftalmolojik muayene sonuglari sunulmustur. Otuz vaka travmaya bagl goéz yaralanmalarindan muzdarip ola-
rak deg@erlendirildi. Uvea lezyonlari (n=12) en sik travmatik g6z yaralanmasi bozukluguydu. Kraniyal sinir degerlendir-
mesinde anizokori, pupiller 1sik refleksi, tehdit yaniti, glob ve Uglinci géz kapagi pozisyonu, palpebral refleks ve nistag-
mus deg@erlendirildi. Travmatik g6z yaralanmasinin en sik goriilen nérolojik bulgusu anizokoriydi (n=9). Nérolojik mua-

yeneye eslik eden oftalmolojik muayene, travmatik kuslarin erken tedavisindeki en 6nemli faktordar.
Anahtar kelimeler: Kus, cranial sinir degerlendirmesi, tedavi, travmatik géz hasari, Gvea

Introduction

Vision is often one of the five senses necessary
for the social interaction between living animals
and for raptors to survive, fly, find and seek food,
understand the changing environment, and under-
stand sexual selection and reproductive behavior
(HoltandLayne, 2008; Moore et al., 2017). Especially
for the nocturnal raptors hunting at night, the
senses of vision and hearing are necessary to
survive in the wild life (Seruca et al., 2012). Birds
have large eyeballs relative to their body mass, with a
strong siliar attachment to the lens, scleral bone and
cartilage, thin cornea, large posterior segment, vas-
cular pecten and avascular retina, and complete chi-
asm of optic nerve fibers (Davidson, 1997; Holtand
Layne, 2008). Although the morphological struc-
ture of the bird eyes has been adjusted for high
visual function, due to their ocular anatomy and
unfavorable environmental conditions, especially
free-living raptors are very vulnerable to ocular
lesions, and trauma is the most common cause of
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ocular morbidity in these birds (Murphy et al.,
1982; Bayon et al.,, 2007). The combination of
these ocular features in birds contributes to the
formation of a pathological process due to ocular
trauma (Holt and Layne, 2008; Hudecki and Fi-
negan, 2018). The majority of ocular injuries in
free-living or captive wild animals are reported to
be due to blunt or penetrating traumas (Moore et
al., 2017). Blunt traumas are the most common
eye injuries and occur as a result of hitting ob-
jects, such as parked or moving cars, windows,
trees, and buildings during hunting and/or migra-
tion (Murphy et al., 1982; Davidson, 1997). It is also
reported that more than 30% of traumatized birds
have simultaneous ocular trauma findings (Seruca
et al., 2012; Moore et al., 2017). Ocular lesions af-
ter trauma vary between bird species according to
the anatomical structure, feeding style, and living
conditions (Murphy et al., 1982). These ocular le-
sions affect retinal illumination, visual acuity, per-
ception of depth, and binocular vision and cause
negative changes in living conditions (Holt and
Layne, 2008). The accurate and timely diagnosis
and treatment of these lesions is, therefore, very
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important for free-living organisms.

The aim of this study was to evaluate the distribution
of species, the causes of trauma, and the relationship
between trauma and ocular disorders in traumatic
birds admitted to the emergency department of an
animal hospital.

Materials and Methods

This was a retrospective study of clinical case rec-
ords to identify trauma-related ocular lesionsand neu-
rologic findings of 114 birds of different species and
ages admitted to the Small Animal Emergency De-
partment of istanbul University from January 2017 to
February 2020. First of all, from the people who pre-
sented the bird to us, what exactly it was, why it was
and the detailed information about the bird was tak-
en. The type of trauma was divided into two as blunt
or penetrating, and the ocular trauma cases were
classified according to disease duration (e.g., acute
and chronic) and based on anamnesis and/or patho-
logical features, but the exact mechanism and history
of injury could not be determined for most birds. In
the clinical assessment of the birds, after physical
evaluation by inspection, palpation, and if necessary
radiography, the examination of the cranial nerves
and a detailed ophthalmological examination were
also undertaken in cases with visual impairment or
ocular lesion findings. At the first assessment, the
patient's posture, mental status, movements, and gait
were observed remotely. Anisocoria, pupillary light
reflex, menace response, globe and third eyelid posi-
tion, palpebral reflex, and nystagmus reflexes were
evaluated in the functional examination of cranial
nerves. In cases showing physical signs of cranial
trauma with an unknown etiology, a complete radio-
graphic examination was performed to determine
whether there was gunshot injury. The ophthalmic
assessment started with a close examination of the
skin of the eyelids, the integrity of the orbit and the
position of the eyeball. Orbita, eyelid and bulbus inju-
ry, visual acuity of both eyes, response to light, ante-
rior and posterior segments were evaluated. The
presence of visual acuity, menace and pupil (direct
and indirect) light reflex, the birds’ ability to follow
moving objects, and their attempt to peck an ap-
proaching object were determined based on their
movement in the cage. Fluorescein staining was
used to identify corneal erosions or ulcers in a dark
room. The problems related to the cornea were eval-
uated by changing the discoloration and smoothness
of the surface.

The course of the disease was assessed as acute or
chronic according to the changes observed in ocular
tissues. In eyelid lacerations, the presence of fresh
hemorrhage or exudate, new appearance of wound
lips, acute rupture, swelling of wound edges, cicatri-
cial deformations, and presence of scar tissue were
evaluated as chronic. Acute anterior uveitis, fibrin and
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active bIeedlng in the anterior chamber (Flgure 1);

D vz

Figure 1. Diffuse iris neovascularlsatlon with hyphema in
Eurasian eagle-owl (Bubo bubo) 5 days after blunt trauma

chronic uveitis were accepted according to the pres-
ence of pupillary anterior or posterior synechia, fibro-
sis, and anterior segment deformities (Figure 2).

/i ) . Pat? 4
Flgure 2 Two weeks after blunt trauma hyphemare solu-
tion and pupillary irregularity and posterior synechia at 7
o'clock in a honey buzzard(Pernis apivorus)

In addition, multiple injuries (soft tissue injuries, frac-
tures, torticollis, ear bleeding, etc.) with or without
ocular findings were also identified in most of the
cases.

The patients were treated with topical and systemic
antibiotics, non-steroidal anti-inflammatory, antiglau-
comatous drugs and fluids according to the injury. In
cases of corneal perforation, the ruptured corneal
region with 8/0 polyglactin 910 was closed with sim-
ple separate stitches and covered by tarsorrhaphy.
During treatment, most of the birds were closely mon-
itored for possible complications. During the follow-
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up, a detailed eye examination was performed, and
the visual results were recorded.

Ethical approval: The conducted research is not relat-
ed to animals use. No ethical approval was obtained
because this study did not involve laboratory animals
and only involved non-invasive procedures (e.g. col-
lection of waste tissue after surgery, fecal samples,
voided urine etc).

Results

In this study, a total of 114 cases, of which 102 were
wild 8 (free-living) and 12 were cage birds (captive
birds), were evaluated. The trauma-induced ocular
lesions were examined in birds of 39 different spe-
cies. Of the 114 birds in the records, 30 (26.3%) had
an ocular problem at admission. Ocular lesions were
detected in 10 (8.7%) out of 12 cage birds and 20
(17.5%) out of 102 wild birds due to trauma. Most of
the cases (89.4%), which were considered to have
findings compatible with traumatic ocular damage,
were found to be free-living birds.

Of the birds diagnosed with traumatic injuries (n =
114), four had been hit by a car, 18 had other blunt
trauma injuries, 13 had injuries inflicted by other ani-
mals (predators), four had gunshot injuries, and 76
had an unknown etiology. The species and injuries
were classified according to trauma outcomes as
shown in Table 1.

Table 1. Species and distribution of injuries (n=114)

Aynur Demir

ror, cage, chandelier, etc.) (Figure 4).

Figure 3. Periorbital ecchymosis, eyelid laceration and
mucopurulent discharge in a cockatiel after cat attack

Secondary traumatic non-ocular lesions (i.e., soft
tissue injury, limb fractures, or torticollis) constituted
seven of 30 traumatic cases (23.3%).

Of all the ocular lesions, 86.6% involved the anterior
segment, 13.3% involved the posterior segment, and
3.3% involved both segments (Table 2).

Species

Number of cases Type of injury

Yellow legged gull (Larus michahellis)
Tawny owl (Strix aluco)

Honey buzzard (Pernis apivorus)
Nightjar (Caprimulgus europaeus)
Pigeon

Little owl (Athene noctua)

Laughing dove (Spilopelia senegalensis)
Stork (Ciconia ciconia)

Common buzzard (Buteo buteo)
Hooded crow (Corvus cornix)

Cage birds

All other species

21 f

4 o,f

3 o,f

3 o,f,st
10 o, f, st
3 o,f
4 f, st
10 o,f,st
10 o,f
3 f
12 o,st,t
31 o,f, stt,i

f: fracture, i: immobile, o: ocular lesion, st: soft tissue injury, t:

Larger species (e.g., storks and the honey buzzard)
suffered from blunt trauma injuries, whereas smaller
species (e.g., nightjars and the laughing dove) suf-
fered from those penetrating trauma caused by pred-
ators. For the vast majority of free-living birds, the
reason for trauma could not be determined because
they had been found and brought to the clinic by citi-
zens after the event. According to the anamnesis and
clinical data, 25% of the ocular lesions seen in cage
birds were due to the attack of other animals (Figure
3), and 75% were due to blunt trauma (hitting a mir-

torticollis

In cases with traumatic ocular lesions (n=30), the
eyelids and the periorbital and conjunctival regions
were affected in 10/30, cornea in seven, anterior
chamber, iris and pupilla in twelve, lens in two, poste-
rior segment in three. In addition, both eyelids, the
conjunctiva, and the anterior chamber were affected
in one bird, the cornea and iris in two cases, iris and
lens in one case, and the anterior and posterior uvea
in a further case. According to the order of incidence,
there was hyphema in 12 of 30 cases, periorbital
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Figure 4. Periorbital and conjunctival hemorrhage in right
eye in a budgerigar

Table 2. Distribution of ophthalmic disorders

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 19-25

ocular trauma also varied between species. In nine of
the cases, the lesion was determined to have been
due to penetrating trauma, and in 21, it was caused
by blunt trauma according to the birds’ history and
clinical examination findings.

Corneal erosions/superficial ulcers were typically
focal and cleared without vascularization or signs of
infection. Of the seven cases with corneal lesions
(two caged and five free-living), five had superficial
ulcers in the cornea (Figure 6), one had a desceme-
tocele, and one had a corneal rupture.

The cataracts were unilateral in both cases and de-
veloped secondary to uveitis and hyphema after trau-
ma to the eye. In uveitis, hyphema was observed in
most cases, and fibrin in the anterior segment in
some cases. Most of the patients with uveitis also
had a low intraocular pressure .

At least one cranial nerve dysfunction was also diag-
nosed in all patients with ocular problems (Figure 7).

Eyelid- Conjunctiva Cornea Uvea Lens Retina
Palpebral  Conjunctivitis Ulcer Perforation Hyphema Cataract Retinal dekolman
laceration

4 6 5 2 12 2 2

swelling in eight, corneal ulcer in five, corneal perfo-
ration in two, palpebral laceration in four, and cata-
ract two. Hyphema accounted for 40% of all ocular
problems and was the most common lesion in this
study (Figure 5).

e A

Figure 5. The appearance of hyphema, pupillary occlusion
and cataract after 1 week in the left eye after blunt trauma in
a common buzzard (Buteo buteo)

Hyphema developed due to blunt trauma in nine cas-
es and penetrating trauma in three. Except for 2 cas-
es, the other 10 cases were observed due to pene-
trating trauma in both hyphema-free birds and both
cage birds. The ocular lesions were caused by blunt
trauma in nine of the free-living birds. The causes of
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Figure 6. Central cornea ulcer in the left eye in a common
king fisher (Alcedo atthis) with positive fluorescence staining

| % / / /7 14 \
Figure 7. Anisocoria after head injury in a little owl (Athene
noctua). Left eye pupil size normal, right one is miotic
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In two cases, globe position, pupillary light reflex,
third eyelid position, anisocoria, and nsytagmus could
not be evaluated due to periocular edema and swell-
ing. The cranial nerve assessment findings are pre-
sented in Table 3.

Aynur Demir

trauma lesions in owls are more common compared
to other birds of prey due to the anatomical and or-
bital structure of their eyes (Murphy et al., 1982). In
addition, traumatic ocular lesions occur in cage birds
due to the unsuitable environment (Murphy et al.,
1982). In our study, 26.3% (30/114) of the birds ex-

Table 3: Outlines used in birds to evaluate the function of cranial nerves and results of examination (Cranial nerve assess-

ment adapted from Clippinger et al. (2007))

Assessment Function / dysfunction Neurological struc- Results of examination
tures
Menace Eyelids close in response to Optic nerve (CN 1) Positively in 23 cases,

Perceived threat
Pupil constricts in response to
focused light source

Pupillary Light
Reflex

Globe Position Centrally located and normally
responsive pupil/ Ventrolateral
deviation (CN IIl), Dorsolateral
deviation (CN V), Medial devia-
tion(CN VI)

Third eyelid Normal retracted position
Position

Palpebral reflex Blink in response to touching the

medial canthus

Facial Normal symmetry of the face
Expression
Nystagmus Normal physiologic nystagmus

with fast phase in direction of
horizontal movement.

Trigeminal nerve (CN V)
Optic nerve (CN 1)
Oculomotor (CN III)

Oculomotor nerve (CN
), Trochlear nerve (CN

negatively in 7 cases
Positively in 20 cases,
negatively in 8 cases,
unevaluated in 2 cases
Evaluated normally in 28
cases and unevaluated

1IVV), Abducens (CN VI) in 2 cases

Retracted in 26 cases,
protrusion observed in 2
cases, unevaluated in 2
cases

Positively in 25 cases,
negatively in 5 cases
Normal in 30 cases

Abducens nerve (CN VI)

Trigeminal nerve (CN V)
Facial nerve (CN VII)

Vestibulocochlear nerve
(CN VIII) Brainstem

Positively in 2 cases,
negatively in 26 cases,
unevaluated in 2 cases

Damage to tissues caused by trauma was treated
medically and operatively. Tarsorrhaphy was per-
formed in one case due to the deep corneal ulcer.In
five cases with corneal ulcers, medical methods were
used in treatment because the lesion was superficial.
The majority of the birds were closely monitored dur-
ing the treatment for possible complications, while the
owned birds were followed upat one-week intervals.
The birds were released to nature after applying ap-
propriate treatment determined according to ophthal-
mologic findings and vision ability.

Discussion

One of the most important causes of eye loss in free-
living birds is ocular or periocular injury (Seruca et al.,
2012). Ocular injury is a common component of avian
head trauma, observed in more than 30% of trauma-
tized birds (Seruca et al., 2012), due to the exagger-
ated orbit accommodating proportionally large eyes
and their scleral ossicles (Jolly, 2015). The causes of
traumatic ocular findings vary according to the mor-
phological and hunting patterns of birds and ecologi-
cal conditions (Murphy et al., 1982). They occur when
birds flying to hunt or migrate hit objects, such as
buildings, trees, and cars (Seruca et al., 2012; Moore
et al., 2017). Some studies have reported that ocular

posed to trauma also had ocular trauma findings. It
was determined that ocular lesions were observed
mostly in owls (16.6%; 5/30) among free-living birds,
and budgerigars were the most common sufferers of
ocular lesions among cage birds. Ocular lesions due
to trauma in cage birds were mostly caused by strik-
ing objects, such as mirrors, cabinets, doors, and
being attacked by another animal.

Trauma causes acute and chronic lesions in the eye
and is classified as blunt or penetrating depending on
the type and cause and may result in damage to dif-
ferent ocular components at different frequencies,
resulting in multiple ophthalmic lesions, such as peri-
orbital swelling, corneal ulcer, uveitis, corneal perfo-
ration, hyphema, iris prolapse, retinal detachment,
lens capsule rupture, and scleral ossicular damage
(Willis and Willie, 1999; Moore et al., 2017). It has
been reported that blunt trauma during a collision is a
more common traumatic injury in birds (Murphy et al.,
1982; Davidson, 1997; Moore et al., 2017; Hudecki
and Finegan, 2018). The damage to the eye by blunt
trauma varies depending on the anatomical and
physical structure of the eyeball (Wiliams, 2006).
Scleral oscillate and cartilage integration of birds'
eyes provides a more stiff structure than collagen-rich
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mammalian eyes (Murphy et al., 1982; Holt and
Layne, 2008; Moore et al., 2017). This rigid eyeball
increases the amount of kinetic energy delivered to
the sensitive uvea and/or retina due to head trauma
in birds (Murphy et al., 1982; Holt and Layne, 2008;
Moore et al., 2017). As a result, severe damage to
the uvea and retinal layer develops. Due to this ocu-
lar structure, anterior uveitis and secondary cataracts
are among the most common findings in birds
(Murphy et al., 1982; Holt and Layne, 2008). In some
studies, it has been reported that corneal diseases
are seen frequently, especially in migratory songbirds
(Moore et al., 2017). Corneal ulcers and perforations
are more common in wild birds during accidental col-
lisions. Hudecki and Finegan, (2018) found that cor-
neal ulcers due to trauma were the most common
eye lesions in this bird species. In this study, the
uvea was the most affected ocular structure (14/30)
and hyphema secondary to trauma was the most
reported uveal disorder (12/14). In addition, ocular
lesions were detected in 10 (83%) of 12 cage birds
and 20 (19.6%) of 102 wild birds among traumatic
cases. These results showed that ocular damage due
to trauma was more common in cage birds. The data
obtained are consistent with the results reported by
Willis and Wilkie, 1999. Furthermore, trauma-related
ocular lesions were reported in approximately 14% of
931 injuries of wild raptors admitted to avian clinics in
North America (Holt and Layne, 2008). Orbital and
periorbital trauma causes acute inflammation in the
eye and disruption of the blood-aqueous barrier in the
uveal layer. Inflammatory and blood cells accumulate
acutely in the anterior chamber (Davidson, 1997).1t is
determined by pain-related blepharospasm, low intra-
ocular pressure, iridal hyperemia, and the presence
of varying degrees of a mycotic or disyscoric pupil.
One of the most common ocular signs of uveitis in
birds is hyphema, defined as the accumulation of
blood cells in the anterior chamber (Hausmann et al.,
2016). This is also one of the intraocular symptoms of
severe ocular trauma. The presence of hyphema
indicates that the structures of the anterior and poste-
riorsegments of the eye have been subject to serious
injuries. It is the most common clinical findings of
traumatic ocular lesions in free-living raptors and
humans (Davidson, 1997). If hyphema is not compli-
cated, it is usually absorbed and cleared within a few
days to two weeks. However, sometimes it causes
adhesion to the surrounding tissues in the pupillar iris
region (Hausmann et al., 2016). The adhesion of the
inflammatory cells that appear as a result of inflam-
mation in the traumatic iris to the lens anterior cap-
sule can cause cataract formation due to focal uveal
pigment deposition on the lens and secondary nutri-
tional defect in the lens (Davidson, 1997; Hausmann
et al.,, 2016). In our study, hyphema was the most
common eye finding, and it was seen mostly in free-
living bird species. In some of the cases, pupillary
deformity in the form of dyscoria due to chronic uvei-
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tis and secondary cataract formation were observed.

Cataract has been reported to develop in birds in
association with skeletal malformations, genetic dis-
orders, age, malnutrition, infection, trauma, toxic ef-
fects, and other ocular diseases, such as uveitis and
retinal degeneration (Bayon, 2007). Cage birds, in-
cluding macaws, cockatiel, amazon parrots, and ca-
naries are genetically susceptible to cataract for-
mation (Willis and Willie, 1999; Hvenegaard et al.,
2009; Williams, 2017). However, it is reported that
cataract can develop in free-living birds due to trau-
ma-induced uveitis and hyphema(Murphy et al.,
1982). Williams, (2017) noted that post-traumatic lens
opacities were possible causes of cataract in free-
living birds. Cataract is mostly observed as a second-
ary condition among bird species, especially in owls
that continue free living after blunt trauma (Holt and
Layne, 2008; Moore et al., 2017). Secondary cataract
develops mostly in large and severe iridal tissue
damage. It should be distinguished from cataract
cases due to old age and genetics (Williams, 2017).
In our study, two wild bird species, one little owl
(Athenenoctua) and one common buzzard
(Buteobuteo), were diagnosed with lens opacity rang-
ing from the accumulation of inflammatory cells and
focal opacity in the anterior capsule of the lens to
mature cataracts. In both birds, this secondary lens
pathology was observed simultaneously with an ad-
nexal posttraumatic pathology or significant uveitic
inflammatory changes (inflammatory cell and/or hy-
phema) (Holt and Layne, 2008; Moore et al., 2017).
Behavioral changes in birds were not significant ex-
cept for the loss of threat reflex in the affected eye.
Perforated injuries cause secondary intraocular infec-
tions due to the loss of corneal barrier, and even en-
dophthalmitis, which causes the loss of the eyeball
(Williams, 2006). In perforated wounds, the cornea is
affected, as well as the intraocular structures of the
iris and lens, depending on the condition of the agent
and presence of inflammation or blood cells in the
anterior chamber (Davidson, 1997). In addition, se-
vere penetrating trauma can damage the ciliary body,
resulting in a decrease in aqueous humor production
and the shrinking of the eyeball, called phthisis bulbi
(Davidson, 1997; Murray et al, 2013). Phthisis bulbi is
associated with other severe ocular injuries that
cause blindness. Since it is a painless condition, enu-
cleation is often not required unless secondary en-
tropion and ocular discharge are present (Davidson,
1997; Murray et al., 2013).

Traumatic uveitis and other traumatic intraocular
changes sometimes occur in the iridocorneal angle,
resulting in chronic glaucoma formation (Davidson,
1997; Hausmann et al., 2016). Glaucoma is a com-
mon complication of ocular blunt trauma in humans
but relatively rare in birds (Davidson, 1997). Its ap-
pearance is noticeable with a larger sphere size than
the normal eyeball due to the increased intraocular
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pressure (Hvenegaard et al., 2009). Since it is a very
painful condition, eye enucleation is recommended in
patients who do not respond to medical treatment
(Davidson, 1997; Hausmann et al., 2016 ). None of
our cases presented with direct glaucoma signs, but
preventive anti-hypertensive topical eye drops were
used in cases where clinical symptoms, such as cata-
ract and hyphema may have caused glaucoma, and
no secondary glaucoma developed in any of the pa-
tients.

The clinical signs of head trauma include external
evidence of bleeding and bruising, an alteration in
mental status, development of ataxia or a degree of
paresis, head tilt, nystagmus, tremors or other invol-
untary movements, and seizure activity (Clippinger et
al., 2007; Jolly, 2015). In our study, in most cases,
the attitude changes were recorded as nystagmus
and head tilt. Additionally, auricular hemorrhage, cir-
cling, paresis, and ocular lesions were diagnosed as
clinical signs of head trauma. Attitude changes result-
ing in nystagmus, head tilt, leaning, falling, rolling, or
circling are common in head trauma patients and can
result from central (cerebellum, brainstem or spinal
cord) or periph-eral (inner ear, vestibulocochlear
nerve) dysfunction (Clippinger et al., 2007). An im-
portant part of the examination of traumatic brain
injury in the more pork is a thorough ocular examina-
tion, examining both internal and external structures
of the eye (Jolly, 2015). The ophthalmic examination
helps identify problems in optic (CN II), oculomotor
(CN 1lI), trochlear (CN 1V), abducens (CN VI), and
trigeminal (CN V) nerves (Clippinger et al., 2007).

Ocular examination and neurologic assessment play
an important role in avian clinical practice. We recom-
mend that these two conditions are evaluated togeth-
er in both trauma cases and eye diseases. The re-
sults of this study can serve as an indicator of occur-
rence and types of traumatic eye injuries in cage
birds and free-living birds, and thus guide future stud-
ies.
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Ozet: Bu calismada Tirkiye’deki Holstayn melezlerinde Sigir Lokosit Baglanma Eksikligi (BLAD) ve Faktor XI Eksikligi
(FXID) kalitsal hastaliklarina sebep olan mutant allellerin varliginin arastiriimasi amaglanmistir. Calismada toplam 48
bas sigir incelenmistir. Yapilan molekdler analizlerden sonra incelenen melez sigirlarin birinin BLAD tasiyicisi oldugu,
FXID tastyicisi bireye rastlaniimadigi goérdlmustir. Bu galisma ile bu kalitsal hastaliklarin gorildigu saf Holstayn irki
disinda da BLAD ve FXID’ne sebep olan mutant allellerin varligi arastiriimistir. Béylece saf Holstayn irkinin haricinde
de BLAD’a sebep olan mutant allelin varlidi ilk kez gosterilmistir. Calisma sonunda 6zellikle islah ve gevirme melezle-
melerinde baba hat olarak kullanilacak damizliklarin, énemli kalitsal hastaliklardan ari olduklarinin kontrol edilmesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Eger bu konuda gerekli 6zen gosterilmez ise daha dnce irka 6zgu oldugu bilinen kalitsal
hastaliklara (BLAD, FIXID vb.) sebep olan mutant allellerin diger sigir irklarina da yayilabilecegi sonucuna variimistir.
Anahtar kelimeler: BLAD, FXID, Holstayn melezi, kalitsal hastalik, sigir

Investigation of FXID and BLAD Diseases in Holstein Crossbreed Cattles Reared in Turkey
Summary: This study aimed to investigate the presence of mutant alleles of Bovine Leukocyte Binding Deficiency
(BLAD) and Factor XI Deficiency (FXID) hereditary diseases in Holstein crossbreeds reared in Turkey. Total of 48 cat-
tle were examined in the study. After molecular analysis, it was observed that one of the crossbreed cattle examined
was a BLAD carrier and no FXID carrier was found. With this study, the presence of mutant alleles that cause BLAD
and FXID, except for the purebred Holstein in which these hereditary diseases are seen, was investigated. So, It was
determined for the first time that the presence of mutant allele was also seen in crossbreed Holstein. At the end of the
study, it was concluded that breeds to be used as sire lines in breeding and crossbreeding should be checked which
they had free from important hereditary diseases. It is concluded that mutant alleles that cause hereditary diseases
(BLAD, FIXID, etc.), which were previously known to be breed-specific, can spread to other cattle breeds if the neces-
sary care is not taken.

Key words: BLAD, FXID, Holstein crossbreed, hereditary disease, cattle

Girig Sigirlarda bilinen kalitsal hastaliklara cogunlukla oto-
zomal resesif olarak kalitilan alleller neden olur. Oto-
zomal resesif allellerin karakteristik 0zelligi, sadece
her iki allel kalitildiginda fenotip olarak ifade edilmele-
ridir. Dolayisiyla otozomal resesif kahtilan alleller,
bireyin heterozigot oldugu durumlarda fenotipte tespit
edilememesinden dolayi populasyon i¢inde yayillmak-
tadirlar. Bu sebeple sigir yetistiriciliginde otozomal
resesif kalitsal hastaliklar, otozomal dominant, X'e
baglh dominant veya X'e bagh resesif olarak aktarilan
ve pedigri analizi ile kalitim tipi daha kolay anlagilan
kalitsal bozukluklara kiyasla genis populasyonlar igin
daha buyuk bir endise kaynagidir (Agerholm, 2007).

Suni tohumlama yéntemi basta st sigirn yetistiriciligi
olmak (izere, hayvancilik sektoriiniin geligsiminde
cesitli verimlerde hizli genetik ilerleme saglayan ve
isabetli seleksiyon yapilmasina izin veren énemli bir
teknolojidir (Medeiros ve ark., 2002). Ancak suni to-
humlama ydéntemi, hayvan basina verimi arttirirken
genetik yakinligi da arttirmaktadir (Thomsen ve ark.,
2006). Ozellikle siit igletmelerinde yapilan seleksiyon
calismalarinda yakin zamana kadar, damizliklar sa-
dece sit verim Ozellikleri dikkate alinarak segilirken,
dol verimi ve saglikla ilgili 6zellikleri dikkate alinma-
mistir. Sut sigir yetistiriciliginde yapilan bu tek yonli

genetik 1slah calismalari, damizliklarda hastaliklara Sigir Lokosit Baglanma Eksikligi (Bovine Leucocyte

direncin azalmasi ve 6zellikle de kalitsal hastaliklara
sebep olan mutant allellerin kisa stirede diinya ¢apin-
da sigir popllasyonlari arasinda yayilmasina neden
olmustur (Mukhopadhyaya ve ark., 2006; Cole ve
ark., 2016).

Gelig Tarihi/Submission Date :26.10.2020
Kabul Tarihi/Accepted Date  :17.11.2020

Adhesion Deficiency, BLAD) ve Faktér XI Eksikligi
(FXID) Holstayn irkinda bilinen en énemli iki kalitsal
hastaliktir. Homozigot oldugu durumda yavrunun
Olimilyle sonuglanan otozomal resesif kalitsal bir
hastalik olan BLAD, nétrofillerin yilizey reseptori olan
ve glikoprotein tabiatli B-integrini kodlayan gende
meydana gelen bir mutasyon sonucu olusur. CD11/
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CD18 protein kompleksi ailesine ait bir glikoprotein
olan B-integrinler, noétrofillerin damar disina ¢ikarak
inflamasyon bdlgesine gogiine yardimci olurlar
(Nagahata ve ark., 1997). Hasta hayvanlarda, B-
integrin glikoproteini kodlayan genin 383. pozisyonda
bulunan Adenin nikleotidinin, Guanin nukleotidi ile
yer degismesine neden olarak, ilgili proteinin 128.
amino asidi olan aspartik asidi, glisine doénustiren
(D128G) bir nokta mutasyonu belirlenmistir. Meydana
gelen bu mutasyon ise CD11/CD18 kompleks olusu-
munu bozarak, nétrofillerin damar disina ¢ikmasinin
engellemektedir (Kehrli ve ark., 1990; Nagahata,
2004). Saf Holstayn irki sigirlarda bildiriimis olan
BLAD, homozigot buzagilarda dogumdan sonra orta-
ya c¢ikan kronik pnémoni ve kronik ishal nedeniyle
Olime neden olmaktadir (Ackermann ve ark., 1993;
Nagahata, 2004). Hasta buzagilarda sik tekrarlayan
mukozal enfeksiyonlarin yani sira, yara iyilesmesinde
gecikme, kaseksi ve blylime geriligi, kalici ve belirgin
notrofili, dis eti iltihabi ve dis kaybi, ylksek ates ve
diger yumusak doku enfeksiyonlari gibi bir dizi ciddi
semptom gorilmektedir (Kehrli ve ark., 1990; Shuster
ve ark., 1992). Homozigot BLAD'll buzagilar gogun-
lukla bir yasindan 6nce olurken, hayatta kalanlarda
ise blyime geriligi ve fertilite bozukluklar goérildigu
bildirilmistir (Agerholm, 2007). Hastaliga sebep olan
mutant allelin Turkiye'deki Holstayn poptlasyonunda-
ki varligi ilk kez 2004 yilinda bildiriimistir (Akylz ve
Ertugrul, 2006).

ilk olarak Amerikan Holstaynlarinda 1969 yilinda ta-
nimlanana faktér XI yetmezligi (Factor XI Deficiency,
FXID), sigirlarda 27. kromozomu Uzerinde bulunan
FXI geninin 12. ekzonuna adenince zengin 76 baz
Gifti uzunlugunda bir parcanin eklenmesi sonucu
olusan otozomal resesif bir kanama bozuklugudur
(Liptrap ve ark., 1995). Meydana gelen mutasyon,
gende erken bir “Dur” kodonunun olugsmasina sebep
olarak, kan pihtilasmasinda rol oynayan pro-
teinlerden biri olan ve serin proteaz olarak da
adlandirilan FXI proteininin  olusumunu engeller
(Marron ve ark., 2004; Ghanem ve ark., 2005). Asiri
kanama ve Ureme problemlerine de sebep olan
FXID’'de, hasta hayvanlar mastit, metrit, pnédmoniye
karsi yuksek duyarliliga sahiptirler (Korkmaz Adaoglu
ve ark., 2015). Hastaliga 6zgi semptomlar en-
jeksiyondan sonra uzayan kanama siresi, kanh st
ve anemi olarak bildiriimistir (Citek ve ark., 2006;
Marron ve ark., 2004). Bu semptomlara ek olarak,
buzagilar normalden daha dusuk dogum agirhgi ve
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disuk hayatta kalma orani gésterir. Hasta buzagilarin
bulagici hastaliklara yakalanma olasiigi normal
buzagilardan daha yiksektir (Marron ve ark., 2004).
Bunlara ek olarak heterozigot damizliklarda dél tutma
problemlerinin daha yuksek oldugu bildirilmistir
(Akyuz ve ark., 2012).

Planlanan bu galismada ise Turkiye'de degisik amac-
lar ile yetistirilen Holstayn melezlerinde BLAD ve
FXID kalitsal hastaliklarina sebep olan mutant allelle-
rin varliginin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
enzim kesimi ile elde edilen pargacik polimorfizmi
(RFLP) yontemleri ile arastirimasi hedeflenmisgtir.

Gereg ve Yontem

Calismanin hayvan materyalini Turkiye’de yetistirilen
farkh sigir irklarinin Holgtayn melezleri olusturmustur.
Calismada 26’s1 Holstayn x Yerli Kara melezi, 15'i
Holstayn x Dogu Anadolu Kirmizisi melezi, biri Hols-
tayn x Guney Anadolu Kirmizisi melezi, biri Holgtayn
x Simental melezi, besi Holstayn x Montofon melezi
olmak (izere toplam 48 bas si§ir incelenmistir. incele-
nen oOrneklerin hangi irk melezi olduklari, geldikleri
yerler ve fenotipik goriinimlerine gore karar verilmis-
tir. Bu calismada kullanilan DNA'lar, ERU-HAYDEK
09.04.2014 tarih ve 14/77 karar nolu Etik Kurul izni ile
daha 6nce toplanmis olan kanlardan elde edilmigtir.
Calismanin DNA materyali total kandan fenol-
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) yontemi ile izole
edilmistir. incelenen 6rneklerde mutant BLAD allelinin
varligi Shuster ve ark. (1992) tarafindan &nerilen
PCR-RFLP yoéntemi ile; mutant FXID allelinin varlig
ise Marron ve ark. (2004) tarafindan Onerilen PCR
yontemi ile belirlenmistir. Yapilan PCR iglemlerinde
kullanilan primerlere ait baz dizileri Tablo 1’de veril-
migtir. PCR islemi 6rnek basina 6.7 pl ddH20, 5 pl
MgCly, 2.5 pl 10 X (NH4),SO4 tampon sollisyonu, 0.4
Ml ANTP (200 pM) karigsimi, 0.4 pl 10 pmol ileri, 0.4 pl
10 pmol ve geri primer, 1U Taq polimeraz (Thermo
Scientific, USA) toplam karisim miktari 20 pl olacak
sekilde olacak sekilde 50ng/ul DNA ilave edilerek
hazirlanmigtir. PCR iglemi; 95 °C’de 5 dak 6n denatu-
rasyonu takiben, 95 °C’'de 30 sn, baglanma sicaklig
BLAD igin 55 °C'de, FXID igin 60 °C’de 30 sn, 72
°C'de 30 sn ve 72 °C'de 10 dakika olacak sekilde
uygulanmistir. BLAD igin kesim reaksiyonu Taql enzi-
mi ile 65 °C’de 2 saat inkiibasyon, 80 °C’de 20 dakika
inaktivasyon seklinde uygulanmistir. Kesim drlnleri
%3.5'lik nusieve agaroz jel ile 80V, 300mA’'de 1 saat
yuritulerek goérintilenmistir. FXID genotiplemesi igin

Tablo 1. BLAD ve FXID genotiplemesi igin kullanilan primer dizileri

Hastalik Primerler (5’-3’) Tm beg Gen Bankasi RE
Erigsim No
BLAD F: TCCGGAGGGCCAAGGGCTA 55 58 NC_037328.1 Taql
R:GAGTAGGAGAGGTCCATCAGGTAGTACAGG
FXID F: CCCACTGGCTAGGAATCGT 60 244  NC_037354.1

R: CAAGGCAATGTCATATCCA C

Tm: Primer baglanma sicakligi; bg: Baz ¢ifti; RE: Kesim enzimi
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elde edilen PCR urinleri de %2’lik agaroz jel elektro-
forezi ile 100V, 300mA’de 40 dakika sure ile yurttle-
rek géruntilenmigtir.

Bulgular

Calismada taranan 48 bas Holstayn melezinden biri-
nin (Holstayn x Dogu Anadolu Kirmizi melezi) BLAD
tastyicisi oldugu belilenmistir (Sekil 1)

<

X
L

Sekil 1. M: 50 b¢’lik DNA merdiveni; 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8:
BLAD mutant alleli tasimayan normal genotipli (32, 26 bg)
bireylerin enzim kesim gorintusu; 6: BLAD mutant allelini
taslyan taslyici genotipli (58, 32, 26 bg) bireyin enzim kesim
gorintisu

incelenen melez sigirlarda FXID tasiyicisina rastlanil-
mamistir (Sekil 2).

Sekil 2. M: 100 bg’lik DNA merdiveni; 1, 2, 3, 4, 6, 7: FXID
mutant allelini tagimayan normal genotipli bireyleri (244
b¢'lik tek bant); 5: FXID tasiyici kontrolin PCR goruntisi

Tartisma ve Sonug

Holstayn irki sigirlarda uzun sire uygulanan islah
calismalar sit veriminde gérilen artisa ragmen Ure-
me performansinda disuse, servis periyodunda uza-
maya, saglik sorunlarinda ve ayiklama oranlarinda
artisa ve damizlikta kalma sirelerinin kisalmasina
sebep olmustur (Turner, 2006; Bldttner ve ark.,
2011). Belirlenen bu olumsuzluklarin giderilmesi
amacliyla melezlemeye ilgi artmistir. (Yaylak ve ark.,
2015). Ulkemizde olumsuz bakim ve besleme kosul-
larina ve hastaliklara direngli fakat verim yéninden
distk yerli irklarin bogalari ¢evirme melezlemesi
olarak Holstayn irki ineklerle giftlestiriimektedir.

Ozellikle Holstayn irki ineklerde gériilen kalitsal has-
taliklarin melezleme uygulanmasi halinde eder gene-
tik kontrol saglanmaz ise (otozomal resesif kalitsal
hastaliklarda klinik semptom gdstermedikleri igin)
tasiyicilarin mutant allelin bir sonraki kusaga iletiime-

Esma Gamze AKSEL

sindeki rolt buyuktir. Sayet tagiyicilar, suni tohumla-
ma ile yetistirme programlarinda yaygin olarak kulla-
nilan bogalar ise durum daha da vahimlesmektedir
(Ackerman, 1993). Bu nedenle kalitsal hastaliklar
yoéninden ari populasyonlar, ancak heterozigot birey-
lerin belirlenerek surtden g¢ikarilmasiyla; heterozigot
bireylerin ciftlestiriimesinin 6nlenmesiyle bdylece has-
ta yavrunun dogumunun engellenmesi ile saglanabilir
(Ackerman, 1993). Bu amacla da molekiler tani test-
leri, tagiyicilarin tanimlanmasi, mutant alellerin sikli-
ginin ve kalitsal hastaliklarin populasyondaki insidan-
sinin azaltiimasi igin dnemli bir adimdir.

Sut sigirt yetistiriciliginde genetik degeri yiksek olan
bogalarin yetistiricilikte yaygin kullaniimalari, resesif
kalitsal hastaliklarin kisa surede tim dinyaya yayil-
masina yol acmistir. Bu hastaliklardan en dénemlisi
Holstaynlarda gérilen BLAD hastahdidir. Arastirma-
cilar, 2000 yilinda BLAD hastaligi sikhdi icin mutant
allelin %24 oldugunu belirlenmiglerdir (Schitz ve ark.,
2008). BLAD'a neden olan allel, ¢.383A>G’nin frekan-
sinin Litvanya sut sigirlarinda; %0.0025 (Morkaniené
ve ark., 2019), Cek sidirlarinda; %0.82 (Citek ve ark.,
2006), Cin Holstaynlarinda; %0.69 (Sun ve ark.,
2011), %1.37 (Zhang ve ark., 2012), Hint Holstayn
Fresian irki sigirlarinda; %3.23 (Patel ve ark., 2007),
%1.69 (Roy ve ark., 2012), iran Holgtaynlarinda; %
3.3 (Norouzy ve ark., 2005), %6.6 (Hemati ve ark.,
2015), Amerikan Holstaynlarinda; %14.1 (Shuster ve
ark., 1992), Polonya Holstayn Fresian irki sigirlarda;
%7.9 (Czarnik ve ark., 2007), Japoya'da; %13.4
(Nagahata ve ark., 1997) oldugu bildirilmistir. Tarki-
ye'de ise yerli irklarda BLAD alleline rastlanmazken,
Holstayn irki ineklerde %0.0084 (Akyuz ve Ertugrul,
2006), %2.8 (Sahin ve ark., 2013), %2 (Korkmaz
AgJaogdlu ve ark., 2015), %1.33 (Hacihasanoglu Cak-
mak ve Yardibi, 2019) oldugu bildirilmigtir.

FXID kalitsal hastaliina ait allel frekansi verilerine
gbre ise; ABD'de bildirilen frekansin %1.19 (Marron
ve ark., 2004), Japonya'da %2.5 (Ghanem ve ark.,
2005), Cek Cumhuriyeti'nde %0.36 (Citek ve ark.,
2008) oldugu bildirilmistir. Tlrkiye'de gesitli bolgeler-
de FXID tasiyici frekans ¢alismalari yapilmistir. Bur-
sa bélgesinde (Oner ve ark., 2010) %1.17 oraninda
tasiyici sikligi, Burdur boélgesinde %1.8 (Korkmaz
Agaogdlu ve ark., 2015) ve Trakya bdlgesinde bu ¢a-
lismada oldugu gibi FXID tasiyicisi bulunmadigi
(Avanus ve Altinel, 2016) bildirilmistir.

Bu calisma sonunda Tirkiye'de yetistirilen Holstayn x
Yerli sigir melezlerinde BLAD’a sebep olan mutant
allelin varligi ortaya konulmustur. Bu ¢alisma ile daha
once yalnizca Holstayn irkinda gorilen bu kalitsal
hastaliga sebep olan mutant allelin, kontrolliniin sag-
lanmamasi durumunda Ozellikle c¢evirme ve islah
melezlemeleri ile yeni irklara da tasinabilecegi sonu-
cuna varilmistir. Bu nedenle ¢evirme ve islah melez-
lemelerinde kullanilan bogalarin, BLAD ve FXID gibi
bilinen hastaliklarin olusumunda rol oynayan ve
onemli ekonomik kayiplara neden olan mutant allelle-
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ri tastyip tasimadiklarinin kontrol edilmesi ve tasiyici
bogalarin damizlikta kullaniimamasi gerekmektedir.
Ayrica melez hayvanlarinda yetistiricilikte kullanildigi
isletmelerde, tohumlamada kullanilan spermalarin da
bu kalitsal hastaliklar yoninden taranmasinin gerekli-
ligi bu galisma ile ortaya konulmustur.
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Ozet: Bitki ve bitkisel materyaller veteriner fitoterapi ve etnoveteriner hekimlik uygulamalari igerisinde énemli bir yere
sahiptir. Bitkiler tarafindan sentezlenen bazi biyoaktif kimyasal bilesenler medikal etkilere sahiptir. Ancak bu bitki ve
bitkisel materyallerin kullanimlari; teghisteki yanligliklar, doz ayarlama gicligu, geleneksel kullanimlarina dair yazili
kayit ve bilimsel galismalarin yetersizligi, disik hijyen kosullari ve toplandigi bélgeye, mevsime, kullanilan kismina ve
elde edildigi yonteme gdre sahip olduklari kimyasal kompozisyonlarinin degismesi gibi nedenlere bagli olarak zehirlen-
meler meydana getirebilmektedir. Calisma kapsaminda Hatay bélgesinde yetisen, veteriner fitoterapi ve etnoveteriner
hekimliginde de kullanilan Thymbra spicata var. spicata L., Rosmarinus officinalis L. ve Laurus nobilis L. bitkilerinin
icerdikleri biyoaktif kimyasal maddelerin kompozisyonlari belirlenmistir. Solvent ekstraksiyonu yontemiyle elde edilen
bitki ekstraksiyonlarinin kimyasal kompozisyonlari gaz kromatografisi kiitle spektrofotometresi (GC-MS) ile belirlendi.
Analiz sonucunda R. officinalis L. ve L. nobilis L.'in ana bilesenleri sirasiyla %38.91 ve %33.70 oranlarinda 1,8-sineol
(6kaliptol) olarak tespit edildi. T. spicata var. spicata L.'nin ana bileseni ise karvakrol (%48.82) olarak belirlendi. Bu
bilesenlerin antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan etkileri yaninda karaciger, bobrek, pankreas ve testis gibi
organ hasarlari, DNA iplik kopmalari ve solunum problemleri gibi istenmeyen ve zehirli etkilere de yol agtigi bildirilmis-
tir. Bu nedenle hayvan sagliginda da kullanilan tibbi bitki ve bitkisel materyallerin ana bilesen ve oraninin bilinmesinin
potansiyel toksik etkilerin 6nlenebilmesi agisindan dnemli oldugu disinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyoaktif bilesenler, etnoveteriner hekimlik, solvent ekstraksiyon, toksikoloji, veteriner fitoterapi

Determination of Chemical Contents of Thymbra spicata L., Rosmarinus officinalis L. and Laurus nobilis L.,
Also Used in Veterinary Phytotherapy and Ethnoveterinary Medicine

Summary: Plants and herbal substances have an important place in veterinary phytotherapy and ethnoveterinary med-
icine applications. Some bioactive chemical compounds synthesized by plants have medical effects. However, the use
of these plants and herbal materials can cause poisoning due to wrong identification, difficulty in adjusting its dosage,
insufficiency of written records and scientific studies on their traditional use, poor hygienic conditions in preparation and
variation in their chemical composition according to the region, where and the season when they are gathered, their
used part, and their extraction method. In our study, it was aimed to determine the chemical compositions and to toxi-
cologically evaluate the major compounds of T. spicata var. spicata L., Rosmarinus officinalis L., and Laurus nobilis L.
grown in Hatay region and used in veterinary phytotherapy and ethnoveterinary medicine. Chemical compositions of
plants contents obtained by solvent extraction method were determined by gas chromatography mass spectrophotom-
etry (GC-MS) analysis. The major components of R. officinalis L. and L. nobilis L. were determined as 1,8-cineol
(eucalyptol), in rates of 38.91%, and 33.70% respectively. The major component of T. spicata var. spicata L. was deter-
mined as carvacrol (48.82%). While these components have antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant effects, it
has also been reported to cause undesirable and toxic effects such as organs damages (liver, kidney, pancreas and
testes etc.), DNA thread breaks and respiratory problems. For this reason, it is thought that knowing the major compo-
nents and their ratios of medicinal plants and materials used in animal health is important in terms of preventing poten-
tial toxic effects.
Key words: Bioactive components, ethnoveterinary medicine, solvent extraction, toxicology, veterinary phytotherapy

Girig (fitofarmasétiklerin) kullanimi olarak tanimlanmakta-
dir (Altinok Yipel ve Yipel, 2014; Yipel ve ark., 2018).
Veteriner fitoterapi (VFT); hayvan hastaliklarinin pro- Fitofarmasétiklerin de icerisinde yer aldigi; hayvanlar-
fllakSI ve tedavisinde bitki ve bitkisel materya"erin da verim ve refah|n art|r||mas|y|a hastaliklardan ko-
runma ve tedavide basvurulan bolgesel farkliliklara
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manevi, manipulatif, cerrahi vb.) ise etnoveteriner
hekimlik (EVH) olarak tanimlanmaktadir. 1980’li yil-
larda EVH'likle ilgili belgelerin ortaya ¢ikmasiyla asir-
lardir deneme yanilma yoluyla nesiller arasi aktaril-
mis holistik ve interdisipliner uygulamalara dayali
bilgiler bilimsel bir zeminde incelenmeye baslanmis-
tir. Ginumulzde ise hayvan sagligi alaninda hem
hayvan sahipleri hem de veteriner hekimler tarafin-
dan geleneksel, modern veya alternatif uygulamalar
(EVH, VFT vb.) igerisinde bitki ve bitkisel Griinlerin
kullanimi giin gectikce artmaktadir (Altinok Yipel ve
Yipel, 2014).

Bitki ve bitkisel kaynaklardan elde edilen materyalle-
rin insanlik tarihinin erken dénemlerinden bu yana
insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde kullanildi-
g1 bilinmektedir. Ancak 18. ylzyilda kimya biliminin
gelismesi ve devaminda ise sentetik ve yari sentetik
maddelerin Uretimindeki artis bitkisel maddelerin kul-
laniminda azalmaya neden olmustur. Modern ilacla-
rin yan etkilerinin belirlenmesiyle dogal kaynaklardan
elde edilen maddelerin kullanimi zamanla artmaya
baglamigtir (Karaoglan ve Ozgen, 2011). Bu nedenle
glnimuizde bitki ve bitkisel maddelerin kullanimi ol-
dukga yaygindir.

Tibbi bitkiler tarafindan sentezlenen biyoaktif kimya-
sal bilesenler medikal etkilere sahiptirler. Giincel veri-
ler diinya genelinde insanlarin %80'inin, Afrika da ise
%95'inin bitkisel tedavi yontemlerine basvurduklarini
gOstermektedir. Ayrica, son 35 yilda gelistirilen ilagla-
rin %70'inden fazlasi dogal kaynaklara dayanmakta
ve regeteli ilaglarin yaklasik %25'i bitkisel kaynakhdir
(Guzel ve ark., 2015).

Etnoveteriner hekimlik kapsamindaki uygulamalar;
disik maliyetli, kolay ulasilabilir, gevre dostu, dogal
kaynaklardan elde edilen maddelerin kullaniimasi gibi
bircok avantaj yaninda kullanimlari agisindan bitki
teshisindeki yanlishk riski, dozlama gugligu, yazih
kayitlarin sinirli olmasi, bilimsel ¢alismalarin yetersiz-
ligi ve hijyen standartlarinin disiik olmasi gibi deza-
vantajlara da sahiptir (Altinok Yipel ve Yipel, 2014).
Ayrica EVH’de kullanilan bitkilerle ilgili yapilan bilim-
sel calismalarin gcogu kimyasal icerikleri, sahip olduk-
lari klinik ve terapdétik etkileriyle ilgiliyken, toksikolojik
Ozellikleriyle ilgili calismalar olduk¢a sinirlidir. Bu
nedenle Ozellikle hekim kontroli disinda kullanimlar
sonucunda bitkisel Urtnlerle ilgili 6lumle sonuglanabi-
len yan etkiler bildirilmistir. Bu yan etkiler, dogrudan
toksisite, kontaminasyon, ilaglar veya diger bitkilerle
etkilesimler dahil olmak lizere birkag farkli mekaniz-
ma ile ortaya gikabilmektedir (Peixoto ve ark., 2010).
insanlar arasinda kozmetik ve tibbi agidan bitki ve
bitkisel madde kullaniminin tamamiyla zararsiz oldu-
guyla ilgili yanlis olan dusince oldukg¢a yaygindir.
Unutulmamahdir ki doz ilagla zehir arasindaki siniri
belirleyen 6ncelikli parametredir. Tibbi bitkilerin etki
ve toksisitelerini degerlendirmek igin bilesenlerinin
doza bagl biyolojik aktivitelerinin bilimsel ¢calismalarla

32

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 31-40

belirlenmesi gerekmektedir (Peixoto ve ark., 2010).

Turkiye, 174 aile ve 125000 ture ait 12000'den fazla
tur ve alt tirden olusan bir taksonla zengin bir bitki
florasina sahiptir. Tim Avrupa’da toplam endemik
bitki sayisi 2750 iken, tir orani ve gesitliligi agisindan
Ortadogu'nun en zengin florasina sahip Turkiye'de bu
sayl 2891'dir. Turkiye’nin Akdeniz (Glney) boélgesi,
497 endemik alt tir ve 390 cesitle diger bdlgelere
gore en genis endemik bitki ¢esitliligine sahip boélge-
dir (Kendir ve Gulveng, 2010).

Thymbra spicata var. spicata L., Tirkiye'nin birgok
bélgesinde (Glneydogu Anadolu, Trakya, Ege ve
Akdeniz) yetisen, cali gorinimli, yaklasik 50 cm
yuksekliginde yaprak dokmeyen Labiatae ailesinin bir
turddur. Yapraklari taze ya da kurutulmus olarak kul-
lanilabilen bitki, sahip oldugu aromatik ve tibbi 6zel-
likleri nedeniyle guin gectikge artan bir ekonomik de-
gere sahiptir (Lee ve ark., 2005; Mert ve ark., 2016).
Bolgesel olarak kekik, kaya kekigi, zahter olarak da
adlandirilan T. spicata var. spicata L.etnotipta genel-
likle antiseptik, ekspektoran, kramp ¢dziclu ve anti-
mikrobiyal etkileri icin kullaniimaktadir. Hayvan sagli-
g1 alaninda kullanimiyla ilgili sinirli bilgi bulunan T.
Spicata var. spicata L.’nin biyokimyasal kompozisyon
agisindan Ulkemizde de yetisen diger kekik (Thymus
spp. ve Oreganum spp.) tirleriyle benzerlik gésterdigi
ve bu tirlerinde ylksek oranda karvakraol igerdigi
rapor edilmistir (Azcan ve ark., 2000; Tohidi ve ark.,
2017). Thymbra spicata var. spicata L. ve diger kekik
turlerinin EVH ve VFT'de yaprak ve koék kisimlari,
enteral ya da lokal formulasyonlar seklinde gastroin-
testinal sistem ve dermal hastaliklarin tedavisinde
kullanildigi bildirilmistir (Benli ve Yigit, 2005; Wynn ve
Fougere, 2006; Yipel ve ark., 2017).

R. officinalis L., Labiatae ailesinden dik sapli, beya-
zims| mavi gicek ve koyu yesil yapraklara sahip, yak-
lasik bir metre ylkseklige ulasabilen, yaprak dékme-
yen cali formlu bir tirdur. Akdeniz'in kuzey ve gliiney
kiyilariyla Himalaya'nin alt bolgelerinde yabani olarak
yetismektedir (Al-Sereiti ve ark., 1999). Tirkge olarak
biberiye, haslban ve kusdili gibi isimlerle bilinmektedir
(OGzcan ve Chalchat, 2008). R. officinalis L. bitkisinin
antiseptik, antiparazitik, antidiyabetik, dilretik, antis-
pazmodik, antiromatizmal ve mide yaralarinin tedavi-
si amaciyla kullaniimaktadir (Al-Sereiti ve ark., 1999;
Lahlou ve Berrada 2003; Ozcan ve Chalchat, 2008).
Biberiyenin farmakolojik ve terapdtik o6zelliklerinin
arastinldigi bir yayinda R. officinalis L. bitkisinin
esansiyel yaginin antihepatotoksik, antimikotik, anti-
timorojenik etkilerinin oldugu bir ¢ok ¢alismadan
bahsedilmigtir (Al-Sereiti ve ark., 1999). Ayrica EVH
ve VFT'de yaprak ve cgigekleri enteral ya da lokal ola-
rak gastrointestinal sistem, Greme ve dermal hastalik-
larin tedavisinde antienflamatuar, sedatif, antibakteri-
yel ve antifungal olarak kullaniimaktadir. Atlarda anti-
enflamatuar olarak da kullanildigi bildiriimistir (Wynn
ve Fougere, 2006; Yipel ve ark., 2017).
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L. nobilis L. (defne) Turkiye, Cezayir, Yunanistan gibi
Akdeniz Ulkeleri yaninda Avrupa (Belgika, Fransa),
Asya ve Guney Amerika (Meksika) da dogal olarak
yetismektedir. Akdeniz defnesi bazen bodur bazen de
boylu agaggik formundadir. Halk arasinda har, teynel
ve gar olarak da adlandirilan defne, sabun yapiminda
sik kullaniimaktadir. L. nobilis L. etnotipta yapraklari
uykusuzluk giderici ve agr kesici olarak kullaniimak-
tadir. Yapilan cgalismalarda analjezik ve antiseptik,
mide rahatsizliklarini giderici, antidiyabetik, halsizlik
giderici, hazimsizlik ve migren &nleyici gibi 6zellikleri
de bildirilmistir (Karik ve ark., 2015). Laurus nobilis L.
Akdeniz’'de yetisen, anavatani Balkanlar ve Anadolu
olan, 15 m kadar degisen boylara sahip yuvarlak te-
peli, sik dalli dért mevsim yesil agaclardir. Yapraklar
farkli sekillerde, 11 cm boyunda, 2-4 cm genisliginde-
dir. Gévde kabugu, diizgiin, ¢atlaksiz, koyu gri renkli-
dir. Turkiye'de Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz
kiyllarinda dogal olarak yetismektedir (Akkemik,
2018). Dekoratif park bitkisi olmasi yaninda ayni za-
manda odun digi orman Urdnd olarak kullanimi
onemlidir. Yaprak ve meyve yagi eczacilikta ve sa-
bun endustrisinde, yapraklarinin kurutulmus hali ise
baharat olarak kullaniimaktadir (Akkemik, 2018). L.
nobilis L. VFT'de atlarda enteral ya da lokal formilas-
yonlar seklinde istah uyarici ve dermal hastaliklarin
tedavisinde kullaniimaktadir (Wynn ve Fougere,
20086; Yipel ve ark., 2017).

Tibbi ve aromatik 6zellige sahip bitkiler, insanhk tari-
hinin ilk donemlerinden beri insan ve hayvanlar igin
vazgecilmez olmustur. insan ve hayvan hastaliklarin-
da yaygin olarak kullanilan bitkilerin terapétik etkileri
hem uzun yillar deneme yanilma yoluyla hem de bi-
limsel arastirmalar dogrultusunda tespit edilmigtir.
Bitkilerin insan ve hayvan sagliginda hekim kontrolu
disinda kullanimi, yanls teshisi, eksik veya yanlis
hazirlanmasi, endikasyon digi ya da yanlis miktarlar-
da kullaniimalari sonucunda toksikasyon gerceklese-
bilmektedir. Bu nedenle son yillarda bitki ve bitkisel
materyallerin toksikolojik 6zelliklerinin bilinmesi zo-
runlu hale gelerek, konuyla ilgili galismalarin artmasi-
na neden olmustur (Peixoto ve ark., 2010).

Calismanin temel amaci yuzyillardir insan ve hayvan
saghginda EVH'de kullanilan, ginimizde VFT'de
kullanimi giin gegtikge artan bitki ve ekstraklarinin
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icerdigi biyoaktif kimyasal bilesenlerin ayni zamanda
toksik etkilerinin de olabilecegini vurgulamaktir. Bu
amac dogrultusunda calismada Hatay bdlgesinde
yetisen EVH ve VFT de kullanilan tibbi bitkilerden
3’Unin (T. spicata var. spicata L.,R. officinalis L. ve L.
nobilis L.) kimyasal kompozisyonu belirlenmistir.

Gereg ve Yontem

Calismada Hatay bolgesinde dogal olarak yetisen ve
veteriner fitoterapi ile EVH’de de kullanilan tibbi bitki-
lerden T. spicata var. spicata L. ve R. officinalis L.
ciceklenme, L. nobilis L. ise g¢iceklenme sonrasi
(Sekil 1) dénemde Antakya florasindan toplanarak
teshis edildi. Bitkiler oda sicakhginda (20-28°C) kuru-
tulduktan sonra yapraklar bitkinin diger kisimlarindan
ayirildi ve kurutulup 6gutulerek ekstraksiyona hazir
hale getirildi.

Calismada bitkilerde bulunan biyoaktif kimyasal bile-
senlerin ekstraksiyonu icin solvent olarak metanol
(Merck® 1.06007.2500, Almanya) segildi. Toplanan
bitkiler 6giitiiciide (Lavion®, Cin) toz haline getirildi.
Her bir bitkiden 50 g tartilarak bir cam sise icerisine
alindi ve uzerlerine 125'er ml metanol eklenerek
manyetik karistiricida (M TOPS® HS15-03P, Giiney
Kore) 24 saat boyunca ekstraksiyona birakildi. islem
sonunda ekstraktlar, filtre kagdidiyla suzuldu (Al-
Rubaye ve ark.,, 2017). Ekstraktlar ile analizi
yapilincaya kadar +4 °C’de saklandi. Ekstraktlarin
kimyasal kompozisyonlari gaz kromatografisi kitle
spektrofotometresi (GC-MS) analiziyle belirlendi. Bu
islem GS-MS (Thermo Scientific ISQ Single Quadru-

Sekil 1. Calismada kimyasal kompozisyonyari belirlenerek
toksikolojik ydnden incelenen ve Hatay bdlgesinde yetisen
T. spicata var. spicata L. (A), R. officinalis L. (B) ve L. nobi-
lis L. (C) bitkilerinin sirasiyla verilen genel goriintimleri

Tablo 1. Gaz kromatografisi kiitle spektrofotometresi (GC-MS) analiz kosullari

Cihaz

Thermo Scientific ISQ Single Quadrupole

Kolon

iyonizasyon 22 enerjisi

Kutle araligi m/z

MS transfer line sicakhgi

MS iyonizasyon sicakligi

Enjeksiyon port sicakligi
Kolon sicakligi

Helyum (%99.9) akis hizi

Veri toplama modu
Kitiphane

TR-FAME MS model, %5 Fenil Polisilfenilen-siloksan, 0.25 mm i¢ ¢cap x 60 m

uzunlukta, 0.25 ym
70 eV
1.2-1200 amu
250 °C
220
220 °C
50-220 °C (3 °C/dak)
1 mL /dak
Scan Mode
Xcalibur progami (Wiley 9)
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pole, USA) cihaziyla Tablo 1'de verilen kosullarda
gerceklestirildi.

Bulgular

Yirmi doért saatlik metanol ekstraksiyonu sonucunda
elde edilen bitki ektraktlarinin GC-MS analizi sonu-
cunda T. spicata var. spicata L.,bitkisinin bilesenleri
incelendiginde toplam 45 kimyasal bilesen madde
belirlendi. Ana bilesenleri olarak karvakrol (%48.82)
ve y-terpinen (%33.79) tespit edildi (Tablo 2).

Rosmarinus officinalis L. bitkisinden elde edilen ekst-
raksiyonun bilesenleri incelendiginde ise 42 kimyasal
bilesen belirlendi. Ana bilesenleri olarak 1,8-sineol
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(6kaliptol) (%38.91) ve a-pinen (%11.25) olarak tespit
edildi (Tablo 3).

Laurus nobilis L. bitkisinde ise toplam 44 kimyasal
bilesen belirlendi. Ana bilesenleri olarak 1,8-sineol (%
33.70) ve o-terpinil asetat (%22.28) tespit edildi
(Tablo 4).

Tablo 2. Thymbra spicata var. spicata L.bitkisi kimyasal bilesenleri

Sira RT Yiizde (%) Bilesenler
1 8.41 0.21 B-Pinen®
2 8.96 1.22 Mirsen®
3 9.41 0.21 a-Felandren®
4 11.12 33.79 y-Terpinen?
5 12.64 2.75 o-Simen?
6 19.62 0.17 cis-Sabinen hidrat®
7 6.50 1.18 a-Tujen®
8 22.87 0.18 trans Sabinen hidrat®
9 26.96 0.17 a-Terpineol®
10 27.50 0.13 Izoborneol®
1 38.75 0.42 Timol®
12 39.88 48.82 Karvakrol®
13 25.87 1.52 B-Bisabolene®
14 49.85 0.56 Fitol®
15 17.06 0.06 1-Octen-3-ol'
16 9.82 2.52 o-Terpinen®
17 12.00 0.13 1-Terpinenol®
18 13.31 0.14 Etil metil eter®
19 17.82 0.04 B-Hidroksietil akrilat®
20 20.64 0.08 cis-Limonen oksit?
21 23.46 0.06 9-exo-methyl-anti(9.10)-tricyclo[4.2.1.1(2.5)]dec-3-en-9-endo-ol°
22 24.17 0.99 trans-Karyofilen?
23 25.01 0.06 Ledene’
24 28.41 0.34 trans-p-Mentha-1(7).8-dien-2-ol°
25 32.60 0.15 Neophytadiene?
26 32.72 0.1 9-Eicosyne®
27 34.39 0.06 9-Octadecenoik asit (Z)-. Fenilmetil ester?
28 34.76 0.53 3-Metil-4-izopropil fenol®
29 35.41 0.07 2.5-Dimetil-4-hydroksi-3(2H)-furanone®
30 37.90 0.11 Timin®
31 38.44 0.10 Penol. 2-(1.1-dimetiletil)-°
32 40.50 0.20 2- Metoksimesitilen®
33 41.30 0.06 Ascaridole epoksit®
34 41.87 0.54 1-Naphthalenol®
35 42.09 0.05 7-Oxabicyclo[4.1.0]heptan. 1-metoksi-2.2.6-trimetil-
36 42.41 0.08 Eicosahydrodibenzo(a.i)fluorene®
37 42.52 0.13 2-Metoksi-4-vinilfenol®
38 43.97 0.09 1- Vinil (ethenyl) siklohekzanol®
39 45.56 0.08 y-Butil-y-bUtirolakton®
40 46.36 0.37 1-Penten-3-ol°
4 47.21 0.41 3-Furanol. tetrahidro-°
42 49.37 0.05 5-Asetildihidro-2(3H)-furanone®
43 50.44 0.05 Cholestan-3-ol. 2-metilen-°
44 52.72 0.26 I1zopropil metil nitrézamin®
45 53.34 0.40 5-Hidroksimetilfurfural®

Bilesenlerin bulundugu gruplar; a: Monoterpen hidrokarbon, b: Oksijenli monoterpen, c: Monoterpen, d: Hidrokarbon Siskiter-

pen, e: Diterpen, f: Hidrokarbon, g: Diger.
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Tablo 3.Rosmarinus officinalis L. bitkisi kimyasal bilesenleri

Sara Busra EMIROGLU

yan kigiler tarafindan tavsiye edilmesi ya da kullanil-
mas! sonucunda ciddi yan etkiler meydana gelebil-
mektedir (George, 2011). Bu durumda bitki ve bitkisel
materyallerin  toksikolojik 6zelliklerinin  bilinmesini
zorunlu hale getirerek, konuyla ilgili caligmalarin art-
masina neden olmustur (Peixoto ve ark., 2010).

Sira RT Yizde (%) Bilesenler
1 6.59 11.25 a-Pinen®
2 7.61 2.24 Kampen®
3 8.44 0.20 Carene?
4 9.00 2.74 Mirsen®
5 10.05 2.51 Limonen?®
6 11.18 0.10 y-Terpinen®
7 12.68 3.51 p-Simen®
8 12.07 38.91 Okaliptol (1,8-sineol)”
9 20.65 0.39 Linalool®
10 25.97 8.29 Kafur®
11 26.96 4.80 a-Terpineol®
12 27.52 6.89 Borneol”
13 31.65 0.18 p-Simen-8-ol°
14 23.31 0.10 Fenchol (Fenchil alcohol)®
15 33.51 0.64 Verbenone®
16 38.48 0.15 Timol®
17 39.77 0.14 Karvakrol
18 24.19 5.80 trans-Karyofilen®
19 37.92 0.10 Metil Ogenolf
20 38.25 0.35 Karyofilen oksit®
21 39.53 0.16 Globulol"
22 40.74 0.16 Ogenol
23 41.32 0.20 Retinal*
24 17.11 0.12 1-Octen-3-ol™
25 13.5 0.17 Asetik asit
26 25.32 1.92 Asetik asit. 1.7.7-trimethyl-bicyclo[2.2.1]hept-2-yl ester”
27 26.62 1.32 L-a-Terpineol”
28 40.6 0.09 Bornanediol”
29 41.99 0.22 2-Propil-tetrahidropiran-3-ol"
30 42.55 0.38 4-Hidroksi-2-methilasetofenon”
31 44.61 1.79 Aromadendren Epoksit -(I)"
32 46.34 0.32 Fenol. 2.6-dimethoksi-"
33 47.27 0.11 Allil glisidil eter”
34 47.81 0.08 ar-Abietatrien”
35 50.36 0.46 Metil jasmonat”
36 51.37 0.24 Talsutin”
37 52.75 0.10 Etilamin. N-etil-N-nitroso-"
38 53.16 0.20 3.4-Dimethoksi-5-iodo-2.2'-bipyridine”
39 54.1 0.39 Temazepam"
40 54.23 0.45 Fenol. (1.1-dimetilethil)-4-methoksi-"
4 55.36 0.64 Podocarpa-1.8.11.13-tetraen-3-one. 14-isopropil-1.13-dimethoksi
42 56.09 0.39 Pregn-4-ene-3.20-dione. 6.16-dimetil-"

Bilesenlerin bulundugu gruplar; a: Monoterpen hidrokarbon, b: Oksijenli monoterpen, c: Monoterpen, d: Monosiklik monoter-
pen, e: Siskiterpen, f: Hidrokarbon Siskiterpen, g: Oksijenli Siskiterpen, j: Oksijenli Fenilpropanoid, k: Diterpen, m: Hidrokar-

bon, n: Diger.

Tartigma ve Sonug

Tibbi bitkiler ve bitkisel Grinler (ekstrakt, ugucu yag
vs.) eski ¢caglardan beri insan ve hayvan hastaliklari-
nin korunmasi ve tedavisinde kullaniimaktadir (Yipel
ve Yipel, 2014). Tibbi bitkiler 400 veya daha fazla
kimyasal bilesenleri igerebilir. Glnimizde hayvan
hastaliklarinda tibbi bitki ve Grlnlerinin uzman olma-

Adiyaman’in Kahta ilgesinde yapilan bir calismada T.
spicata var. spicata L. bitkisi tG¢ farkh dénemde
(ciceklenmeden o6nce, gigceklenme dénemi ve gicek-
lenmeden sonra) toplanmig ve hidrodistilasyon yonte-
mi ile ugucu yaglar elde edilmistir. Bu galismanin GC
-MS analizi sonucunda 45'ten fazla bilesen belirlen-
migtir. Karvakrol bileseninin en yiksek orani (%
64.53) ciceklenme sonrasi, en dislk orani (%53.55)
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Tablo 4. Laurus nobilis L. bitkisi kimyasal bilesenleri

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 31-40

Sira RT Yizde (%) Bilesen
1 6.56 2.40 a-Pinen?®
2 8.39 1.12 B-Pinen?
3 8.69 6.04 Sabinen?®
4 10.02 1.05 Limonen?®
5 10.95 0.94 B-Felandren®
6 12.63 2.28 p-Simen?
7 19.61 0.60 cis-Sabinen hidrat®
8 12.05 33.70 Okaliptol (1,8-sineol)”
9 20.59 1.60 Linalool®
10 22.86 0.52 trans Sabinen hidrat®
11 24.15 2.41 Terpinen-4-ol°
12 25.31 0.40 Bornyl asetat®
13 26.59 0.52 a-Terpineol®
14 27.49 22.28 a-Terpinil asetat®
15 27.72 0.29 Linalil asetat®
16 29.50 0.35 Mirtenol®
17 45.64 0.51 Verbenol®
18 27.14 0.31 Alloaromadendren®
19 30.11 0.44 Limonen oksit®
20 38.73 1.56 Karyofilen Oksit®
21 40.39 0.88 Spathulenol®
22 43.31 0.69 Metil izodjenol’
23 22.64 0.29 Elemen®
24 26.14 0.30 Pinocarvone®
25 26.92 2.80 L-a-Terpineol®
26 28.64 0.44 Myrtenal®
27 35.41 0.49 cis-3-Heksenil iso-butirat?
28 37.85 3.77 Metil 6genol®
29 39.74 0.90 Piperitenon oksit?
30 39.92 0.47 8-Hidroksi linalool®
31 40.50 0.37 d-Glukozamin?®
32 40.66 1.49 3-Allil-6-metoksifenol®
33 41.13 1.18 cis-Verbenol®
34 41.87 0.31 1-Naphthalenol®
35 43.01 0.32 Guaiol®
36 43.63 1.37 Eudesmo®
37 46.20 0.45 Cinnamic asit. o-hidroksi-°
38 46.40 0.32 trans-1zo6jenol®
39 46.52 0.31 2-Metil-4-(2.6.6-trimetilsikloheks-2-enil)but-3-en-2-ol°
40 48.30 0.95 trans-p-Mentha-1(7).8-dien-2-ol°
41 49.03 0.39 cis-Asarone®
43 49.46 0.31 5-(1-Bromo-1-metiletil)-2-metilsikloheks-2-enon?
44 49.79 0.38 Nerolidol-epoksi asetat®

Bilesenlerin bulundugu gruplar; a: Monoterpen hidrokarbon, b: Oksijenli monoterpen, c: Monoterpen, d: Hidrokarbon Siskiter-
pen, e: Oksijenli Seskiterpen, f: Oksijenli Fenilpropanoid, g: Diger.

ise ciceklenme ddéneminden dnce saptanmistir. Bu-
nunla birlikte, y-terpinen orani (%19.45'ten %14.29'a)
bitkinin olgunlasmasiyla azalmistir (Inan ve ark.,
2011). Saidi ve ark. (2012) yaptiklar calismada T.
spicata var. spicata L. bitkisinden 46 farkli bilesen
elde etmistir ve ana bilesenler olarak karvakrol (%
60.36), y-terpinen (%15.09), B-mirsen (%2.5), trans-
karyofilen (%1.78), a-tujen (%1.54) ve timol (%1.19)
tanimlanmistir. Bir diger calismada karvakrol (%
78.53), y-terpinen (%10.42) ve p-simen (%5,49) ana
bilesenler olarak tespit edilmis olup bu maddelerin
yaninda toplam 40 bilesen daha belirlemiglerdir
(Bayan ve ark., 2017). Bu galigma sonucunda ana
bilesen olarak karvakrol ve vy-terpinen belirlenmis
olup bu bilesenlerin diger calismalarda da yilksek
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oranda oldugu gérilmistir. Ozellikle karvakrol mad-
desi T. spicata var. spicata L. bitkisinden elde edilen
ekstrakt ve ugucu yaglarin énemli bir bélimund olug-
turmaktadir. T. spicata var. spicata L. bitkisinden yUk-
sek miktarda elde edilen karvakrol genellikle tatlandi-
rici olarak insan gidalarinda dusuk oranda bulunmak-
tadir (Undeger ve ark., 2009). Karvakrol, gida bozul-
malarinin ve gida kaynakl patojenik bakterilerin bu-
yumesini kontrol etmede etkilidir (Suntres ve ark.,
2015). Bakteri, mantar ve maya Uzerindeki antimikro-
biyal etkileri nedeniyle de yaygin olarak kullanilir.
Ayrica bocek oldiriici ve antioksidan Ozellikleri de
vardir (Llana-Ruiz-Cabello ve ark., 2015). Karvak-
rol'lin farelerde intravendz veya intraperitonal yolla
uygulanmasi sonucunda ortalama o&lumcil dozun
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(LDsop) sirastyla 80.00 ve 73.30 mg/kg oldugu (Hagan
ve ark., 1967; Suntres ve ark., 2015), ratlarda oral
yolla uygulandiginda ise ortalama 6lumcil dozun
(LDsp) 810 mg/kg oldudu bildiriimistir (Andersen,
2006; Suntres ve ark., 2015). insan lenfositleri {izerin-
de yapilan bir galismada ise karvakrol'lin 0.1, 0.2,
0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonlari DNA iplik kopmasi-
na neden olmustur (Aydin ve ark., 2005; Llana-Ruiz-
Cabello ve ark., 2015).

T. spicata var. spicata L."den elden edilen karvakrol
ve timoliin DNA ile etkilesimleri, tek iplikgik kopmasi,
cift iplikcik kopmalari, baz hasari ve digerleri gibi ¢e-
sitli molekuler hasarlara neden olur. Yapilan bir ¢alis-
manin sonucunda, karvakrol (70 mg/kg dozunda) ve
timoliin (40, 60, 80 ve 100 mg/kg dozlarinda) sigan
kemik iligi hicrelerinde yapisal, sayisal ve toplam
kromozom anormalliklerini indlkledigi karvakrol ve
timollin, mitotik indeksi azaltarak sitotoksik bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Azirak ve Rencuzogullari,
2008).

Bu sonuglardan, karvakrol ve timolun biyUk olasilikla
genotoksik bir risk tasidigi sonucuna varilabilir. Bu
nedenle, yiyecek, icecek, farmakoloji, parfimeri, koz-
metik ve ilag endlstrisinde antihelmintik, antiseptik,
antifungal, antibakteriyel ve antiviral maddeler olarak
kullanirken dikkatli olmak gerekir (Azirak ve Rencu-
zogullari, 2008).

T. spicata var. spicata L. bitkisinden y-terpinen bile-
seni ikinci olarak yuksek oranda bulunmustur. Kar-
vakrol bileseninde oldudu gibi bu madde de antimik-
robiyal aktiviteye sahiptir. Bu sebeple patojenik mik-
roorganizmalarin blyumesini geciktirmek veya inhibe
etmek igin kullanilabilirler. Gamma-terpinen toksikolo-
jik olarak incelendiginde, tek bagina 0.2 mM'den bas-
layan konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde DNA
hasarina neden oldugu gérilmustir (Aydin ve ark.,
2005).

Konya’da yapilan bir galismada R. officinalis L. bitki-
sinin hidrodistilasyonu ve GC-MS analizi sonucunda
20 biyoaktif bilesen tanimlanmistir. Ana bilesenler p-
simen (%44.02), linalool (%20.5), terpinen (%16.62),
timol (%1.81), B-pinen (%3.61), a-pinen (%2.83) ve
1,8-sineol (Okaliptol) (%2.64) olarak belirlenmistir
(Ozcan ve Chalchat, 2008). Sardunya ve Korsika
bdlgelerinden toplanan R. officinalis L. bitkisinin ana
bilesenleri sirasiyla, a-pinen (%13.7-24.6), bornil ase-
tat (%11.3-17.0), verbenon (%4.4-24.9), kafur (%2.9-
14.1) ve 1,8-sineol (6kaliptol) (%3.4-11.3) olarak bu-
lunmustur (Pintore ve ark., 2002). R. officinalis
L.bilesenlerinden &kaliptol (1,8-sineol) (%8.7, %49.8
ve %40.0), a-pinen (%34.0, %18.7 ve %23.5), kafur
(%11.7, %12.6 ve %13.2) ve borneol (%16.9, %7.1
ve %4.6) Fas’'in Rabat, Errachidia ve Oujda sehirle-
rinde ana bilesenler olarak belirlenmistir (Lahlou ve
Berrada, 2003). Baska bir calismada R. officinalis L.
bitkisinden kafur (%18.9), verbenon (%11.3), a-pinen
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(%9.6), B-mirsen (%8.6), 1,8-sineol (6kaliptol) (%8.0)
ve B-karyofilen (%5.1) bilesenleri tespit edilmistir
(Bernardes ve ark., 2010).

Mevcut galisma sonucunda, R. officinalis L. bitkisin-
den elde edilen bilesenlerin oranlari diger ¢alismalar-
da elde edilen bilesenlerin oranlarindan farkl bulun-
mustur. Bir calismada yazarlar bu farkin sebebini,
farkh cevresel ve genetik faktorler, farkli kemotipler,
bitkilerin beslenme durumu ve ayrica yagd kompozis-
yonunu etkileyebilecek diger faktérlerden kaynakla-
nabilecegini belirtmiglerdir (Ozcan ve Chalchat,
2008). Hayvan sagligi alaninda birgok endikasyon
icin kullanilan R. officinalis L. bitkisi P-450 grubu bazi
biyotransformasyon enzim (CYP1A, CYP2E, CYP3A)
ve P-glikoprotein substratlariyla ditretikler, insdlin ve
oral hipoglisemikler, siklofosfamid ve demirle isten-
meyen etkilesim potansiyeline sahiptir. Ayrica uterus
kasilmasi nedeniyle aborta neden olabileceginden
gebe hayvanlarda kullanimi kontrendikedir (Wynn ve
Fougere, 2006).

Laurus nobilis L. bitkisi icin Kuzey Kibris’da yapilan
bir calismada 81 farkli bilesen tanimlanmistir. Bu
calismada bitkinin yapraklarindan hidrodistilasyon
yontemi  kullanarak yiksek oranda 1,8-sineol
(6kaliptol) (%58.59) belirlenmistir. Elde edilen diger
ana bilesenler, sirasiyla a-terpinil asetat (%8.82) ve
terpinen-4-ol (%4.25) olarak belirlenmistir (Yalgin ve
ark., 2007). Antakya, Samandagi ve Yayladagi'ndan
toplanan L. nobilis L. yapraklarinin hidrodistilasyonu
ve GC-MS analizi sonucunda 25 bilesen belirlenmis-
tir. Bu U¢ boélgeden toplanan bitkilerin kimyasal bile-
senlerinde belirgin bir fark olmamakla birlikte, Antak-
ya'dan toplanan bitkiden elde edilen sabinen ve o-
terpineol bilesenleri Yayladagi ve Samandagdi'ndan
toplanan bitkilerden elde edilen sabinen oranina ki-
yasla daha ylksek oranda bulunmustur. Antakya,
Yayladagi ve Samandag bdlgelerinden toplanan tim
yapraklarda 1,8-sineol orani en yiksek bilesen olarak
tespit edilmigtir. Diger ana bilesen ise a-terpinil asetat
ve sabinen olarak belilenmistir (Sangun ve ark.,
2007). Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz'den
toplanan L. nobilis L. yapraklarinin kimyasal bilegen-
lerinin arastirildigi bir caismada GC-MS analizi sonu-
cunda ana bilesen olarak 1,8-sineol (Okaliptol) (%
31.87-67.56), a-terpinil asetat (%4.09-22.22), o-
terpineol (%0.94-16.08), linalool (%0.40-13.04), ter-
pinen-4-ol (%2.31-9.22) ve sabinen (%0.56-9.08)
bilesenleri tespit edilmistir (Karik ve ark., 2015). Tu-
nus'ta yurdtulen, L. nobilis L. yapraklarindan elde
edilen ugucu yagdlarin farkhhklarinin (mevsimsel ve
cografik) arastinldigi diger bir ¢alismada, ana bile-
senler 1,8-sineol (6kaliptol) (%29.6), a-terpinenil ase-
tat (%13.6), metil 6genol (%13.5), sabinen (%5.6),
linalool (%4.7), a-pinen (%4.1) ve terpinen-4-ol (%
2.6) olarak bulunmustur (Marzouki ve ark., 2009).
Mevcut ¢calismada L. nobilis L. bitkisinin GC-MS ana-
lizi sonucunda ana bilesen olarak belirlenen 1,8-
sineol (6kaliptol), diger calismalarda da yuksek oran-
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larda oldugu gorulmustir. Diger 6nemli bilesenler a-
terpinil asetat, terpinen-4-ol ve sabinen olarak belir-
lenmistir.

R. officinalis L. ve L. nobilis L. bitkilerinde yuksek
miktarda elde edilen 1,8-sineol (6kaliptol) genellikle
gida aroma maddesi olarak kullanilir. Bunun yaninda
antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan 6zellik-
leri de vardir (Xu ve ark., 2014). 1,8-sineol Ust ve alt
solunum yolu hastaliklarinin (sinlzit, bronsit ve astim
gibi) tedavisinde antienflamatuar amagla kullaniimak-
tadir (Dérsam ve ark., 2015). Xu ve ark. (2014) fare-
lerde 1,8-sineol maddesinin akut ve subakut toksisite-
sini arastirdiklari galismada maddenin LDso degerinin
3849 mg/kg oldugunu ve 6lim sebebinin solunum
yetmezliginden ileri geldidini bulmuslardir. 1,8-sineol
bileseninin 192.45 mg/kg/giin dozunda alinmasi du-
rumunda farelerde bdbrek ve karacider hasar sekil-
lendigi tespit edilmistir (Xu ve ark., 2014). Dérsam ve
ark. (2015) tarafindan yurutilen ¢calismada 1,8-sineol
maddesinin oksidatif stresi indikledigini ve oksidatif
DNA hasarina sebep oldugu ileri strtimastr.

1,8-sineolliin kemirgenlerde akut, tekrarlanan dozlar
ve Ureme toksisitesi igin klinik 6ncesi toksisitesi tzeri-
ne arastirma yapilmis, disi farelerde oral 2000 mg/kg
dozda 1,8-sineol uygulamasinin baglangi¢ta zamanla
yogunlasan sedasyon, tremor ve diyare belirtilerine
yol agtigl, 24 saatten daha kisa bir siirede dispne ve
nébetler yaninda tim hayvanlarda 6lim meydana
getirdigi bildirilmistir. 1750 mg/kg dozda 24 saatten
daha az bir slrede hayvanlarin yine tuminde 6lim
meydana getirdidi bildirilmistir. 1500 mg/kg dozunda
hayvanlarda sedasyon ve tremor gdzlenirken, ilk 24
saat icerisinde ya da takip edilen 14 gin boyunca
hayvanlarda 6lim meydana gelmedigi bildirilmistir.
Bu nedenle 1500 mg/kg <LDsp<1750 mg/kg oldugu
belirlenmistir (Caldas ve ark., 2016).

Yapilan bir diger akut toksisite ¢alismasinda, 1,8-
sineoliin LDsg'sinin yetigkin bir sigandaki oral yol igin
1280 mg/kg oldugu belirtilmistir. 100 mg/kg'lik dozlar-
da 1,8-sineol ile tedavi edilen hayvanlarda gozle go-
ruldr bir toksisite, solunum problemi, ataksi, konviilz-
yon veya mortalite belirtisi olmadigi bildirilmistir
(Jalilzadeh-Amin ve Maham, 2015). Diger turlerdeki
LDsy degerlerinin kobaylarda 2300 mg/kg (kas ici),
koépeklerde 1500 mg/kg (deri alt1) ve farede 50 mg/kg
oldugu bildirilmistir (McLean ve ark. 2007; Jalilzadeh-
Amin ve Maham, 2015).

R. officinalis L. bitkisinden elde edilen ve organik bir
terpen bileseni olan a-pinenin, antioksidan, antienfla-
matuar ve antikanserojen 6zellikleri vardir (Biradar ve
Veeresh, 2013). Yapilan bir arastirmada a-pinen bile-
seninin, ladin 6rimcek akari Oligonychus ununguis
(Jacobi) icin toksik oldugu bulunmustur (Cook, 1992).
Ozbek ve ark. (2017) yaptiklan bir gcaligmada a-pinen
bileseninin isvigre albino farelerinde akut toksisitesini
ve 18 saat perhizde birakilan diyabetik hayvanlardaki
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hipoglisemik etkilerini degerlendirmistir. Bu calisma
sonucunda intraperitoneal yolla verilen LDs, degeri
toplam hayvan sayisi igin 2.076 mL/kg oldugu bulun-
mustur. Ayrica a-pinen bileseninin aclik kan sekeri
seviyesini 6nemli dlgude azalttigr tespit edilmigstir
(Ozbek ve Yilmaz, 2017).

L. nobilis L. bitkisinde ayrica yiksek oranda mutaje-
nik ve genotoksik etkilere sahip a-terpinil asetat tespit
edilmistir. Ratlarda yapilan bir ¢alismada tekrarlanan
doz toksisitesi icin gézlenmeyen etki seviyesi 10000
ppm veya 400 mg/kg/giin olarak dusuniimistir.
Sprague Dawley irki ratla a-terpinil asetat 750 mg/kg/
glin dozda oral yolla verilmesi sonucunda, erkeklerde
epididimis kanalinda dejenere spermatojenik hticre
varligi ile birlikte azalmis sayida ya da tamamen
spermatozoa yoklugu ve testislerde seminifer tubuler
atrofi (orta ve siddetli derecede) gorilmistir (Api ve
ark., 2018).

Sonug olarak hayvan sagligi alaninda bitki ve bitkisel
Urtnlerin kullaniminin gin gegtikce artmaktadir. Bu
artis bitkilerin farmakolojik etkileri yaninda kimyasal
kompozisyonlarinin ve ana bilegenlerinin olasi toksik
etkilerinin de bilinmesi zorunluluk haline gelmistir.
Dolayisiyla bitkilerden su distilasyonu, solvent ekst-
raksiyonu vb. yollarla elde edilen materyallerin iger-
dikleri biyoaktif kimyasal igerikleri ya da ana bilesen
oranlari ve olasi toksik etkilerinin de ticari olarak sati-
sa sunulan urinlerde belirtiimesi, hayvan sagligr uz-
manlari ya da hasta sahipleri tarafindan kullanimlari
sonucu meydana gelebilecek olasi toksik etkilerin en
aza indirgenmesine katki saglayacaktir. Bitkisel ma-
teryalin elde edilme metodu ve kimyasal kompozisyo-
nu dogrultusunda yapilacak deneysel in vitro ve in
vivo ¢alismalarla olasi toksik etkilerin ve miktarlarinin
ortaya konulmasi da bu anlamda olduk¢a 6nemlidir.
Bu calismalar ise kayit altina alinarak gelecek nesille-
re yol gostermis olacaktir.
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Summary: In this study we compared the quantity and quality of embryos recovered from Holstein donors superovulat-
ed after the induction of oestrus by human chorionic gonadotropin (hCG) and prostaglandin F-alfa (PGF.a), followed
by gonadotropin releasing hormone (GnRH) and short-term progesterone treatment (a modified protocol) and Holstein
donors superovulated with a conventional protocol. In research, 3-year-old Holstein cows (n=20) were assigned into
two equal groups. In Group Ithe animals received two injections of cloprostenol 11 days apart, and follicle stimulating
hormone (FSH)was injected twice daily for 4 days at decreasing doses starting from the 9" day after oestrus. Clo-
prostenol was co-administered with the 5™ and 6™ FSH injections. In Group I, the animals were treated with hCG at
unknown stage of the oestrus cycle, and were given cloprostenol 7 days later. Buserelin was injected on the 7" day
after oestrus, and PRID was inserted on9" day after oestrus and was removed on day 14 (6™ FSH injection).In Group
I, FSH was administered on days 12-15 of the cycle, in a way identical to that of Group |, including the two clo-
prostenol .All cows were artificially inseminated three times at 12-hour intervals after last FSH injection. Buserelin was
injected concurrently with the second artificial insemination. Embryos were collected on the 7" day after the second
insemination embryo quality and developmental stage were evaluated based on their morphology. In the present study,
total CL (8.50+1.90 and 9.40+1.52), total ova and embryo (7.5+2.03 and 7.0+1.61), total embryo (6.00+2.00 and
6.10+1.47), transferable embryo (5.50+1.84 and 5.50+1.59), degenerate embryos (0.50+0.22 and 0.60+0.40) and un-
fertilized ova (1.60+0.97 and 0.90+0.31) numbers were determined per donor in Groups | and Il respectively. There
was no statistically significant difference between the two protocols in terms of embryo quality and quantity (P>0.05).
Thus, it was concluded that the tested protocol could be used as an alternative to conventional one as it allows fixed-
time embryo collection in multiple donors with no need for oestrus detection.

Keywords: Embryo, gonadotrop inreleasing hormone, human chorionic gonadotropin, progesterone, superovulation

Siiperovulasyon Oncesi GnRH ve Kisa Siireli Progesteron Uygulamalarinin Sigir Embriyolarinin Sayisi ve
Kalitesi Uzerine Etkisi

Ozet: Bu calismada, insan koryonik gonadotropini (hCG) ve prostaglandin F,-alfa (PGF2a) ile éstruslarinin indiiklen-
mesinden sonra gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) ve kisa siireli progesteron uygulamasini takiben stiperovulas-
yon uygulanan Holstayn dondrler (modifiye protokol) ile klasik stuperovulasyon uygulanan Holstayn dondrlerden elde
edilen embriyolarin kalitesi ve sayisi karsilastirildi. Arastirmada, tg yash 20 adet Holstayn irki inek iki esit gruba ayrildi.
Grup I’ deki hayvanlara 11 giin ara ile iki defa kloprostenol enjeksiyonu yapildi ve dstrus sonrasi takip eden siklusun 9.
gliniinden itibaren, giinde iki kez dort glin siiresince azalan dozlarda FSH enjeksiyonlari uygulandi. Besinci ve 6. FSH
enjeksiyonlari ile birlikte kloprostenol uygulamalari yapildi.Grup II' deki hayvanlara ise siklusun herhangi bir déneminde
hCG uygulamasi yapildi. Bundan 7 giin sonra kloprostenol enjeksiyonu yapildi. Ostrus sonrasi devam eden siklusun 7.
glni buserelin enjeksiyonu yapildi. PRID siklusun 9. glini yerlestirildi ve siklusun 14. giini gikarildi (6. FSH enjeksiyo-
nu sirasinda). Grup |I'de FSH ve kloprostenol uygulamalari siklusun 12-15. glinlerinde Grup I’ deki gibi yapildi. Tim
inekler son FSH enjeksiyonundan sonra 12 saat ara ile (ic kez tohumlandi. ikinci suni tohumlama ile es zamanli olarak
buserelin enjeksiyonu yapildi. Ikinci tohumlama sonrasi 7. giinde embriyolar toplandi, morfolojilerine bagl kalite ve
gelisim evreleri de@erlendirildi. Bu galismada dondr basina sirasiyla Grup | ve Grup II' de toplam CL (8.50+1.90 ve
9.4041.52), toplam oosit ve embriyo (7.5+2.03 ve 7.0+1.61), toplam embriyo (6.00£2.00 ve 6.10£1.47), transfer edilebi-
lir embriyo 1 (5.50£1.84 ve 5.50+1.59), dejenere embriyo (0.50£0.22 ve 0.60+0.40) ve unfertilize oosit sayilari
(1.60+0.97 ve 0.9040.31) tespit edildi. Sonug olarak, iki protokol arasinda embriyo sayisi ve kalitesi agisindan istatistik-
sel olarak fark bulunamadi (P >0,05). BOylece ¢ok sayida dondre Ostrus takibine gerek duyulmadan sabit zamanli su-
perovulasyona olanak sagladigindan dolay! klasik superovulasyon uygulamalarina alternatif bir yontem olabilecegi
sonucuna varilmistir.
Anahtar kelimler: Embriyo, gonadotropin salgilatici hormon, insan koryonik gonadotropini, progesteron, siiperovulas-
yon
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Superovulation protocols...

Introduction

The main aim of use of embryo transfer (ET) is the
production of a maximum number of calves from high
-yield donors. Thereby, four to fivefold of the total
number of progeny produced by a female during her
lifetime can be produced with ET within a year
(Kanagawa et al.,1995; Sagirkaya, 2009).Despite a
long history of bovine superovulation research, signif-
icant commercial applications did not start until the
early 1970s. For some 20 years thereafter, superovu-
lation represented the primary tool for the production
of cattle embryos (Mikkola et al., 2020). One of the
main problems encountered with conventional super-
ovulation protocols is individual variability in donor
responses and as a result, the varying number of
transferable embryos not collected (Mapletoft et al.,
2002).

The administration of follicle-stimulating hormone
(FSH) at the time of the emergence of the follicular
wave is reported to have a positive impact on the
ovarian response (Adams et al., 1994). When apply-
ing conventional superovulation protocols, the opti-
mal response for the recovery of a maximum number
of embryos is generated with hormone administration
at the time of the emergence of the second follicular
wave and requires periodical examinations on ovari-
an between 8" to 12" days during oestrus cycles.
Fixed-time superovulation, embryo collection and
transfer procedures following the exogenous control
of the emergence of the follicular wave can be per-
formed to avoid such problems (B6 et al.,
2004).Although follicular wave and ovulation control
programmes are incapable of preventing the individu-
al variability of superovulation responses, they enable
the initiation of treatment at any time point throughout
the sexual cycle (Alkemade et al, 1993; Mapletoft et
al., 2002; B6 et al., 2008).Furthermore, as they in-
volve ovulation synchronization protocols, these su-
perovulation procedures also enable the fixed-time
insemination of donors and thereby, rule out the obli-
gation to detect oestrus (Baruselli et al., 2006;B6 et
al., 2006).

Methods used for the synchronization of follicular
wave emergence as part of superovulation protocols
include oestradiol and progesterone administration,
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) administra-
tion and follicle ablation. While the most common
method used for follicular wave synchronization is the
administration of oestradiol, the use of this hormone
is prohibited in many countries whole of the world.
Therefore, alternative methods need to be developed
for the superovulation of donors in countries that do
not allow the use of oestradiol because of concerns
about the effects of estrogenic substances in the food
chain (B6 and Mapletoft, 2012).

This study was aimed to investigate the possibility of
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using fixed-time embryo collection and transfer for
commercial production of bovine embryos without the
need to oestrus detection. For this purpose, a con-
ventional superovulation protocol compared to a
modified protocol with hCG and PGF,a administration
followed by GnRH and short-term progesterone treat-
ment as concern the quantity and quality of embryos.
Thereby, it has been aimed.

Material and Methods
Animals

Twenty healthy, reproductively sound and regularly
cycling 3-year-old Holstein cows, with at least one
previous delivery were used. Cows were kept at the
Research Farm of the Eastern Mediterranean Agri-
cultural Research Institute (41.008857 latitude and
28.96747 longitude). The study was conducted in
April 2016. The animals had a body condition score
of 3-3.5 and weighed 500-550 kg and were at >100
days in milk. The average daily milk yield of the ani-
mals was 30.9£1.00 | in Group | and 32.0£1.12 lin
Group Il. The animals, which were assigned to two
equal groups, were all fed on a total mixed ration
(TMR) containing a combination of roughage (wheat
straw, alfalfa hay and corn silage) and concentrate.
Prior to the study, each animal underwent uterine and
ovarian ultrasonographic examination for determine
the possible uterine infections, status of genital tract
and ovarium (5 MHz, Honda HS-101V, Japan). The
experimental design of the study was approved by
the Local Ethics Board for Animal Experiments of
Erciyes University (Approval Number: 15/144).

Synchronization and superovulation

The superovulation protocols applied to the two study
groups are presented in Figure 1 and Figure 2. The
twenty cows included in the study were randomly
assigned into two equal groups for superovulation
treatment. The animals in Group | were intramuscu-
larly (i.m.) injected twice with 500 pg of cloprostenol
(Lutelen, Topkapi Pharmaceuticals and Premixes
Industry and Trade Inc., Turkey), a PGF,a analogue,
11 days apart, at unknown stage of the oestrous cy-
cle. Oestrous detection was performed in 8-hour in-
tervals starting 48h after the second cloprsostenol
injection and the presence of clear mucous vaginal
discharge was checked. Ovulation checks were per-
formed by ultrasonographic examination 24 hours
after the end of oestrus. A total amount of 400 mg
FSH (Follitropin 700 IU, Bioniche Animal Health Can-
ada Inc, Canada) was administered i.m., twice daily
for 4 days at decreasing doses (Day 1 80/80 mg, Day
2 60/60 mg, Day 3 40/30 mg and Day 4 30/20 mg)
starting from the g day after oestrus .Two i.m. doses
of 500 ug cloprostenol were co-administered with the
5" and 6™ FSH injections (Fig. 1).
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Figure 1. Superovulation protocol applied in Group |

The animals in Group Il were given 3000 IU of hCG
i.v. on day -10 (Chorulon 5x1500 IU+diluent, Intervet
Veterinary Pharmaceuticals Marketing and Trade
Inc., Turkey) and 7 days later (day -3) 500 ug of clo-
prostenol was injected i.m. to induce oestrus, the
animals were monitored three times a day for oestrus
detection, and the presence of clear mucous vaginal
discharge was checked and observation 24 hours
after the end of oestrus for ovulation. On day 7 after
oestrus detection, a single i.m. dose of 10 ug of
buserelin (Receptal, Veterinary Pharmaceuticals Mar-
keting and Trade Inc., Turkey) was administered. On
the 9"day of the oestrus cycle, a progesterone-
releasing intravaginal device containing 1.55 g of
progesterone (PRID DELTA®, Ceva Animal Health
Joint Stock Company, Turkey) was inserted in the
vagina, and a superovulation procedure similar to
that applied in Group I, on days 12-15 of the induced
cycle. The PRID was removed with 6" dose of FSH

(Fig. 2).

hee.

| -10 -3

1213 14 15 16 17 23|

Days of Treatment

Figure 2. Superovulation protocol applied in Group I

In both treatment groups, each animal was artificially
inseminated three times at 12 h-intervals, starting 12
hours after the last FSH injection. At the time of the
second insemination, all animals included in the
study were also administered 10 ug of buserelin.

Collection and evaluation of the embryos

Uterine lavage was performed seven days after the
second insemination. Prior to uterine lavage, each
animal underwent ultrasonographic examination (5
MHz, Honda HS-101V, Japan and 5 MHz, Honda HS
- 2000VET, Japan) to determine the total numbers of
corpora lutea (CL) and follicles (>10 mm) in the ova-
ries. Uterine lavage was performed by two experi-
enced veterinary practitioners, whilst embryo evalua-
tion was conducted by auxiliary staff with specific
expertise in this field.

Uterine lavage was performed using 1000 ml of lac-
tated Ringer's solution (Ringer-Fleks, Eczacibasi-
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Baxter Hospital Products Industry and Trade Inc.,
Ayazagal/lstanbul) containing 1% calf serum (Foetal
Bovine Serum Sigma F 9665, Germany) and 0.1%
kanamycin (Kanovet, Vetas Veterinary Pharmaceuti-
cals and Pesticides Joint Stock Company, Kiglikgek-
mece/Istanbul) (Kanagawa et al., 1995).

Prior to the lavage procedure, epidural anaesthesia
was administered with 4 ml of a local anaesthetic (L-
Anestin, Alke Health Products Industry and Trade
Inc., Turkey). Following uterine lavage, each donor
was administered with 500 ug of cloprostenol i.m.
and 500 mg of cephapirin benzathine (19 g, Met-
ricure, MSD Animal Health, Turkey) by intrauterine
route (Kara and Bekyturek, 2017).

The evaluation of embryo quality was conducted by
auxiliary staff with specific expertise in this field, on
the basis of morphological integrity according to the
guidelines of the International Embryo Transfer Soci-
ety (IETS) and were classified as Grade 1 and Grade
2 (Robertson and Nelson, 2010).

Statistical analyses

All analyses were performed using the SPSS 11.5 for
Windows statistical software package. The numbers
of embryos and ova obtained in the two study groups
compared using the chi-square test. The Mann-
Whitney U test was used to compare the treatment
groups for the mean CL, mean ova and embryo,
mean embryo, mean transferable embryo, Grade 1
embryo and Grade 2 mean embryo numbers. The
recovery rates (Total Number of Ova/Embryos Re-
covered/Number of CL Detected x 100) of the two
groups were compared with the t test. The findings
obtained in this study are presented as mean values
and percentages. All mean values are expressed as
the mean * standard error mean.

Results

All of the animals responded to the superovulation
protocols applied, as confirmed by the presence of
two or more corpora lutea on the day of uterine lav-
age. Embryos were recovered from all of the animals
excluding one cow in Group I. A comparative presen-
tation of the findings in the two study groups is given
in Table 1 and Table 2.

No statistically significant difference existed between
the treatment groups regarding CL, follicles (prior to
the uterine lavage on the 7" day of the cycle, >10
mm follicles), ova and embryo, embryo, transferable
embryo, Grade 1 and Grade 2 embryo numbers
(P>0.05). The groups did not statistically differ for
recovery rateeither (P>0.05).
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Table 1. Numbers of total corpora lutea, follicles, ova/embryos, embryos, transferable embryos, degenerate embryos and
unfertilized ova collected after superovulation of Holstein cows with a group | or group |l protocol

Parameter (Total number)

Group | (n=10)

Group Il (n=10)

Corpora Lutea
Follicles
Ova/Embryos
Embryos
Transferable Embryos
Degenerate Embryos
Unfertilized Ova

85
18
75
60
55
1
15

94
23
70
61
55
0
9

Table 2. Mean values for total corpora lutea, follicles, ova and embryos, embryos, transferable embryos, grade 1and 2 embryo
numbers (MeantSEM). No significant differences were observed between groups (P>0.05)

Parameter Group | (n=10) Xt SEM Group Il (n=10) Xt SEM P Value
Corpora Lutea Per Donor 8.50+1.90 9.40+1.52 0.544
Follicles Per Donor 1.80+0.81 2.40+1.63 0.107
Ova/Embryos Per Donor 7.504£2.03 7.00+1.61 0.847
Embryos Per Donor90 6.00£2.00 6.10+£1.47 0.493
Transferable Embryos Per Donor 5.50+1.84 5.50+1.59 0.675
Grade 1 Embryos 4.40+1.50 4.90 £1.37 0.731
Grade 2 Embryos 1.00+£0.47 0.60+0.30 0.732
Degenerated Embryos Per Donor 0.50+0.22 0.60+0.40 0.720
Unfertilized Ova Per Donor 1.60+0.97 0.9040.31 0.839
Recovery Rate (%) 88.23 % 74.46 % 0.257
Eumber and Percentage of Grade 1 45 (63.4) 49 (76.6) 0.250
mbryos
Elumber and Percentage of Grade 2 10 (14.1) 6 (9.4) 0.250
mbryos
Number and Percentage of Unferti-
lized Ova 16 (22.5) 9 (14.1) 0.250

X: Mean; SEM: Standard Error Mean

Discussion and Conclusion

For many years, practitioners have been initiating
superstimulatory treatments during the midcycle (i.e.,
8 to 12 days after oestrus) (B6 and Mapletoft, 2012).
Superovulatory response has been shown to be high-
er when gonadotropin treatments are initiated pre-
cisely at the time of follicular wave emergence rather
than 1 or 2 days later, making it necessary to syn-
chronize the timing of follicular wave emergence in
groups of animals (Nasser et al.,1993; B6 and
Mapletoft, 2012).

In current study, we demonstrated the effects of pre-
treatment by GnRH and short-term progesterone
treatment on fixed-time embryo collection and the
quantity and quality of embryos in Holstein cows. It
has been shown that following GnRH-induced ovula-
tion (Macmillan and Thatcher,1991), anew follicular
wave will emerge approximately 2 days later. Howev-
er, follicular wave emergence occurs only when
GnRH induces ovulation, if GnRH is administered
when the dominant follicle is immature or post-
mature, ovulation may not occur and a new follicular
wave will not emerge (Martinez et al., 1999). Ovula-
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tion rates after GnRH treatment at random stages of
the oestrous cycle in cows have been reported to
range from 44.3 % (Colazo et al., 2009) to 85 %
(Pursley et al., 1995).Therefore, the animals were
treated with hCG at unknown stage of the oestrus
cycle to induce of dominant follicle ovulation and
were given cloprostenol 7 days later to induce oes-
trus in Group Il. On day 7 after oestrus detection,
GnRH was administered to induce of dominant follicle
ovulation of first follicular wave. On day 9 of the oes-
trus cycle, a progesterone-releasing intravaginal de-
vice was administered to control of second follicular
wave emergence.

In the present study, no statistically significant differ-
ence was detected between the treatment groups for
the mean CL, follicles, ova and embryos, embryos,
transferable embryos, Grade 1 embryos, Grade 2em-
bryos, degenerate embryos and unfertilized ova num-
bers (P>0.05). In the present study, the recovery rate
of Group | was found to be higher than that of Group
Il (88.23% and 74.46%, respectively) (P>0.05). The
mean CL of Group Il was found to be higher than that
of Group | (9.40£1.52 and 8.50%1.90, respectively)
(P>0.05).The unfertilized ova of Group | was found to
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be higher than that of Group Il (1.60+£0.97 and
0.9040.31, respectively) (P>0.05). The obligation to
continuously monitor oestrus and, in case of multiple
donors, ensure that all donors enter oestrus at the
same time is a disadvantage of conventional super-
ovulation procedures (B6 and Mapletoft, 2012).In the
present study, the similar results obtained in the two
treatment groups suggest that fixed-time A.l. and
embryo collection could be applied to multiple donors
after superovulation with no need for oestrus detec-
tion.

In previous studies, better results have been reported
regarding CL number ranging between 11.54+1.63
and 27.2+2.1 (Lovie et al., 1994; Baracaldo et al.,
2000;Caccia et al., 2000; Kose et al., 2006;Garcia et
al., 2012), ova and embryos ranging between 8.5+1.3
and 17.4+9.9 mber (Baracaldo et al., 2000;Caccia et
al., 2000; Andrade et al., 2003; Carballo et al.,
2010;Garcia et al., 2012), for embryos ranging be-
tween 7.2+1.4 and 10.1+1.2 (Baracaldo et al,
2000;Caccia et al., 2000;Carballo et al., 2010), and
for transferable embryos5.85+1.48 and 9.818.1
(Baracaldo et al., 2000;Caccia et al., 2000; Andrade
et al.,, 2003; Kose et al.,, 2006; Carballo et al.,
2010).0n the contrary other researchers have report-
ed lower values ranging between 6.1+0.9 and
8.4+1.4 for CL (Kim et al.,, 2001; Bilbdl et al.,
2010),3.1#1.0 and 6.3%1.3 for ova and embryos
(Lovie et al., 1994; Kim et al., 2001; Bulbul et al.,
2010), 2.3+0.9 and 4.7+1.8 for embryos (Lovie et al.,
1994), and 2.3+0.8 and 4.7+1.6 for transferable em-
bryos (Lovie et al., 1994; Kim et al., 2001; Bulbul et
al., 2010). Grade 1 embryos ranging from 1.910.3 to
4.7+0.37 (Goulding et al., 1990;Kése et al.,
2006;Wock et al., 2008; Bulbil et al., 2010; Kara and
Bekyurek, 2017), and Grade 2 embryos ranging from
1.11£0.4 to 4.5+0.41 (Goulding et al., 1990;Kése et al.,
2006;Wock et al., 2008; Bilbil et al., 2010) have
been reported.

The differences in the superovulatory responses
(mean number of CL and the embryo yield per donor)
reported in previous research could be related to
differences in the superovulation protocols applied, in
terms of the number protocol of injections, admin-
istration route and dose of FSH (Lovie et al., 1994;
Caccia et al., 2000;Carballo et al., 2010;Garcia et al.,
2012), or could be a result of differences in the day or
stage of the sexual cycle chosen for FSH administra-
tion (Goulding et al.,, 1990; Andrade et al., 2003;
Wock et al.,, 2008; Bilbil et al., 2010; Kara and
Bekylrek, 2017). Differences in the follicular waves
during which FSH administration was initiated
(Goulding et al., 1990; Carballo et al., 2010). It has
been indicated that any asynchrony between the
emergence of the follicular wave and the initiation of
superovulation procedures significantly reduces the
ovarian response (Nasser et al., 1993). This might be
one of the reasons for the inferior results obtained in
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previous research in which conventional superovula-
tion techniques were used (Nasser et al., 1993; Kim
et al.,, 2001; Kose et al., 2006; Bulbul et al.,
2010;Kaymaz, 2015).

Embryo recovery rates of 74.0% (K&se et al., 2006),
70% and 69% (Bulbdl et al., 2010), and 83.5%,
41.5%, 47.6% and 51.5% (Tasdemir et al., 2016)
have been reported in previous researchs. It is
thought that, as also highlighted by Kanagawa et al.
(1995), this difference may be related to several fac-
tors, such as the timing (day) of embryo collection,
the type of catheter used, the positioning of the cath-
eter during uterine lavage, and experience of the
practitioner. Recovery rate found in this study
(88.23% and 74.46% in Group | and Group I, respec-
tively) was consistent with Kdse et al. (2006) and
Bilbil et al. (2010). However, the embryo recovery
rates of Tasdemir et al. (2016) are lower than this
study. Possible complications for embryo collection
procedures and the performance of rectal palpation
both due to the narrowness of the birth canal of Ana-
tolian Black heifer that they studied might be the
source of this difference, which is also highlighted by
the researchers in the study of Tasdemir et al.
(2016).

Use of GnRH at the onset of estrus increases the
spontaneous LH peak, prevents delays in ovulation,
and induces uniformly high postovulation progester-
one concentrations (Kaim et al., 2003).In addition, in
the study which administered LH for the induction of
ovulation (Carballo et al., 2010), number of ova/
embryos, embryos and transferable embryos were
higher than present study. But, this difference was
predicted to be sourced from preferred superovula-
tion protocol rather than administration of different
hormones (GnRH/LH) for induction of ovulation.

Some researchers have indicated that the administra-
tion of a low dose of eCG (equine chorionic gonado-
tropin) prior to superovulation increases the number
of embryos recovered (Caccia et al., 2000; Barros et
al., 2008). This result obtained with the use of eCG
has been attributed to the longer lasting FSH-like
effect of this hormone, resulting in a greater number
of follicles recruited into the follicular wave in the
emergence of follicular wave (Saumande et al,
1978;Schams et al., 1978; Mikel-Jenson et al., 1982;
Moor et al., 1984; Dieleman et al., 1993).

The assessment of the results obtained in the pre-
sent study suggests that by means of superovulation
after GnRH and progesterone administration, one of
the problems encountered in commercial in vivo bo-
vine embryo production, namely, the obligation to
monitor oestrus, can be ruled out and multiple donors
fixed-time embryo collection from multiple donors can
be applied with no need for oestrus detection. Fur-
thermore, it has also been ascertained that by con-
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trolling the emergence of the second follicular wave,
a satisfactory superovulator ovarian response can be
achieved (Bo’ et al., 2004).

In conclusion pre-superovulation GnRH and short-
term progesterone administration (modified protocol)
and conventional superovulation protocols were prov-
en equally effective in terms of the number and quali-
ty of the embryos recovered (p>0.05).However, peri-
odic ultrasonographic examinations are required dur-
ing 8"-12™ days of eostrus cycle in conventional pro-
tocols, due to the requirement of concurrently applied
superovulation protocol with the emergence of the
second follicular wave for multiple donors (individual
differences in days of emergence of follicular waves
in donors).

As a result of the applied procedure of 1)GnRH and
short-time progesterone treatment, 2) its synchroni-
zation with follicular wave, 3) superovulation protocol
concurrently applied with the emergence of the sec-
ond follicular wave may offer the advantage of initiat-
ing super stimulatory treatments at a time that is opti-
mal for follicle recruitment in Holstein cows.
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Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR) ile MikroRNA (miRNA) Ekspresyon Profillemesi

Ozet: Gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenleyicisi olarak bilinen miRNA'lar ékaryotik canlilarda gesitli
fizyolojik ve patolojik stireglerde rol oynamaktadir. miRNA'larin rollerinin ortaya konulmasi ile birlikte miRNA’lar Gizerine
yapilan ¢aligmalarin sayisi da giin gectikce artmaktadir. Yapilan ¢alismalar ile birlikte miRNA'larin battn hucre ve doku
tiplerinde eksprese oldugu ortaya konmustur. miRNA ekspresyon profilinin ortaya konmasi igin gesitli ydontemler oneril-
mesine ragmen, yuksek duyarliligi ve 6zgllligu nedeniyle RT-gPCR altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu derle-
mede; RT-gPCR ile miRNA ekspresyon profillemesi siirecindeki adimlar detayh olarak 6zetlenmis ve konu ile ilgili lite-
ratlr bilgisine yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon, miRNA, normalizasyon , RT-gPCR

MicroRNA (miRNA) Expression Profiling by Quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

Summary: miRNAs, known as post-transcriptional regulators of gene expression, play a crucial role in various physio-
logical and pathological processes in eukaryotic organisms. As the roles of miRNAs have been revealed, the number of
studies on miRNAs is increasing day by day. Studies have shown that miRNAs are expressed in all cell and tissue
types. Although various methods have been proposed to demonstrate miRNA expression profile, RT-gPCR is consid-
ered as a gold standard technique due to its high sensitivity and specificity. In this review; the steps in the miRNA ex-
pression profiling process by RT-qPCR were summarized in detail and relevant literature knowledge was given.

Key words: Expression, miRNA, normalization, RT-qPCR

Girig

miRNA'lar; mesajci RNA (messenger RNA; mRNA)
transkriptlerine baglanarak dogrudan gen ekspresyo-
nunu dizenleyen 17-25 nikleotid (nucleotide; nt)
uzunlugunda, kigik, kodlama yapmayan RNA mole-
killeridir (Guo ve Chen, 2014). miRNA’lar; hem gen
ekspresyonunun posttrankripsiyonel asamada dizen-
lenmesi ile ilgili genlerin ekspresyonunun baskilan-
masinda veya tamamen ortadan kaldirmasinda, hem
de hucreler arasi etkilesimde mRNA’lar gibi gorev
almaktadir. Bu fonksiyonel rolleri ile birlikte miRNA’lar
hiucresel gen ekspresyonunun %60’'indan fazlasinin
kontroliinden sorumludur (Kozomara ve ark., 2019).
Yapilan calismalar ile birlikte farkli genomik organi-
zasyona sahip organizmalarda 2019 yilinda miRbase
veri tabaninda 38.589 miRNA lokusu ve 48.860 olgun
miRNA belirlenmistir (Kozomara ve ark., 2019; Sidek-
li ve Korkmaz Agaoglu, 2019). Tanimlanan miRNA’la-
rin bir kisminin dokuya spesifik olarak hiicre iginde,
biyuk bir kisminin ise hiicre disi ortamda bulundugu
ortaya konmustur (Mendell ve Olson, 2012; Weber ve
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ark., 2010). Hucre ici miRNA'larin stres, hastalik ve
cevresel uyaricilara yanit olarak kritik aracilar olduk-
lari ve cesitli disg faktdrlerden kolayca etkilendikleri
bildiriimektedir (Mendell ve Olson, 2012). Hucre disi
miRNA'larin ise kan, idrar, beyin omurilik sivisi, tiku-
rik, semen ve anne siitl gibi gesitli biyolojik sivilarda
ekspresyonlarinin oldukga stabil oldugu saptanmistir.
Ayrica hucre disi miRNA’larin kararh bir formda bulu-
narak, endojen RNAaz'lardan kendilerini koruduklari
icin hicresel iletisimde rol oynadiklari rapor edilmistir
(Weber ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalar; hiicre disi
miRNA'larin, yiksek veya disik pH seviyelerinde,
uzun sureli depolama ve birden fazla donma-¢ézme
islemleri gibi sert kosullara maruz kalmalari durumun-
da dahi ekspresyon seviyelerinin degismeden kaldigi-
ni bildirmektedir (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark.,
2009). Ayrica; hiicre digi miRNA'larin ekzozom gibi
mikrovezikillerin yanisira Argonate 2 (Argounate2;
AGO2) ribonukleoprotein kompleksi ile RNaz aktivite-
sinden kendilerini koruduklari ve dolagim sistemine
gecebildikleri bildiriimektedir (Arroyo ve ark., 2011).
Dolasimda bulunan miRNA’larin ise; diger hicre/
doku tiplerine parakrin veya telekrin yol ile gecerek,
hedefledikleri gen bolgelerini diizenledikleri belirlen-
mistir (Cheng ve ark., 2013; Mendell ve Olson, 2012).
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miRNA’larin hiicreye/doku tiplerine olan 6zgulligun-
den dolay! cesitli hastaliklarin patogenezisinde bi-
yobelirte¢ olarak kullanilabilecedi bildirilmis, bu ne-
denle de buna ydnelik ¢calismalara olan ilgi ve merak
artmistir (Benes ve Castoldi, 2010). Ancak; miR-
NA’larin GC icerigine gore heterojen bir yapiya sahip
olmalari, olgun miRNA’nin kisa olmasi (~22 nt), miR-
NA'larin ortak bir diziye sahip olmamasi ve ayni aile
icerisindeki miRNA'larin tek bir nikleotidin (6rnegin;
Let-7 ailesi) degisimi ile farkh yapisal 6zellige birtine-
bilmelerinden dolay! ekspresyon analizlerinin yapil-
masinda bazi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (Benes ve
Castoldi, 2010; Guo ve Chen, 2014; Nolan ve ark.,
2013). Bu yapisal zorluklara ragmen mikroarray, nort-
hern blot, yeni nesil sekanslama ve RT-qPCR ile
miRNA ekspresyon profilleri basarili bir sekilde analiz
edilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019; Dellett ve Simp-
son, 2016). Bu yontemlerin gesitli avantajlar ve deza-
vantajlari bulunmasina kargin, gen ekspresyon calis-
malarinda RT-gPCR yiiksek duyarlihgi ve 6zgulligi
nedeniyle altin standart olarak kabul edilmektedir
(Dellett ve Simpson, 2016). RT-gPCR analizi ile dog-
ru ve guvenilir sonuglarin elde edilebilmesi, ayri ayr
optimizasyon gerektiren bir dizi kritik adima baghdir
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu adimlar; RNA izolasyonu
ve kalite kontroll, ters transkripsiyon/komplementer
DNA (complementary DNA; cDNA) sentezi, primer
tasarimi ve RT-gPCR ile normalizasyon ve istatistik-
sel analizlerdir (Sekil 1).
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Sekil 1: RT-gPCR uygulamasi ile miRNA ekspresyon
analizindeki adimlar
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Sekil 2. RT-gPCR uygulamasi ile miRNA ekspresyon
analizindeki gerekli adimlar

miRNA ekspresyon profilinin ortaya konmasi igin; RT

-qPCR adimlarinin dikkatli bir sekilde gézden gegiril-
mesi gerekmektedir (Dellet ve Simpson, 2016). RT-
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gPCR uygulamasi ile miRNA ekspresyon analizi igin
gerekli adimlar Sekil 2'de verilmisgtir.

Bu derlemede; RT-gPCR uygulamasi ile miRNA
ekspresyon profillemesi sirecindeki adimlar detayh
olarak Ozetlenmis ve konu ile ilgili literatir bilgisine
yer verilmigtir.

RNA izolasyonu ve Kalite Kontrolii

miRNA izolasyonu igin Onerilen gesitli yaklasim me-
totlari bulunmaktadir. Bu yaklasim metotlari genel
olarak kiigiik RNA molekdilleri (small RNA; sRNA)nin
zenginlestirmesi icin eklenen bazi kritik adimlar disin-
da total RNA izolasyonu ic¢in kullanilan metotlara ol-
dukca benzemektedir. Ortaya konan bu miRNA izo-
lasyon metotlari temelde dort ana izolasyon ydntemi
altinda siniflandinimaktadir (Bollati ve Dioni, 2019).
Bunlar; organik bazli, filtre tabanh, manyetik parcacik
bazli ve hibrit bazli izolasyon yontemleridir.

Organik bazli izolasyon yéntemi

Organik bazli izolasyon yontemi; total RNA izolasyo-
nu i¢in yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir. Bu
yontem; numune matriksinin fenol igeren bir ¢ozelti
icinde homojenlestiriimesi temeline dayanmaktadir.
Yapilan ¢alismalar ile birlikte organik bazli ydéntemle-
rin kullanimi ile maksimum verim saglanabildidi orta-
ya konmustur (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark.,
2009).

Filtre tabanli izolasyon yéntemleri

Filtre tabanlh “spin basket” izolasyon ydnteminde;
kiiclk bir plastik tipiin dibinde bulunan membran
veya membranlar (genellikle cam lifi, silis tlirevi veya
iyon degistirme membrani) kullaniimaktadir. Filtre
bazli yéntemler oldukga kolay uygulanmasina rag-
men organik bazli yéntemlerden daha pahali yontem-
lerdir. Ancak, bu izolasyon yéntemlerinin yuksek ve-
rim beklenen calismalar i¢in uygun oldugu bildiriimek-
tedir (Blondal ve ark., 2013; Bollati ve Dioni, 2019).

Manyetik parcacik bazli izolasyon yéntemleri

Manyetik parcacik bazli izolasyon yontemleri, para-
manyetik bir ¢cekirdege ve RNA'ya baglanmak Uzere
modifiye edilmis 0.5-1 ym ¢apindaki kiigik pargacik-
larin kullanimi prensibine dayanmaktadir. Bu izolas-
yon yonteminde; numuneler RNaz inhibitorlerini ice-
ren bir ¢ozeltide pargalanmakta ve klglk pargaciklar
RNA molekilleriyle etkilesime girmektedir (Bollati ve
Dioni, 2019).

Hibrit bazli izolasyon yéntemleri

Organik bazli izolasyon metodu ile "spin basket" me-
todunun birlesimi olan bu yéntem kugik RNA (<200
nikleotitler) molekdillerinin zenginlestiriimesi ve/veya
blylk RNA (>200 nikleotitler) bilegeninin ¢okeltiime-
si prensibine dayanmaktadir (Mraz ve ark., 2009).
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Yapilan galismalar; organik bazli izolasyon metodu
icerisinde yer alan guanidinyum tiyosiyanat (Trizol /
TRI-Reaktifi) gibi konsantre kaotropik tuzlar ile az
miktardaki bir drnekten fazla sayida ve kalitede miR-
NA elde edilebildigini gdstermektedir (Bravo ve ark.,
2007; Nolan ve ark., 2006). Trizol/TRI-Reaktifi ile
miRNA izolasyonu temel olarak total RNA izolasyonu
ile benzer asamalari igermektedir. Ancak bu yéntem
ile yapilan miRNA izolasyon metodunda total RNA
izolasyon protokoliine ek olarak ¢oktirme ve sRNA
molekdllerinin zenginlestiriimesi asamasi da eklen-
mektedir (Mraz ve ark., 2009). Trizol yontemi ile bir-
likte ticari olarak satilan cesitli total RNA izolasyon
kitleri bulunmaktadir (Nolan ve ark., 2013). Ancak
200 nt'den kigik RNA’larin etkin bir sekilde geri ka-
zanimindaki zorluklardan dolayi total RNA izolasyonu
igin ticari olarak satilan filtre tabanli izolasyon kitleri
miRNA izolasyonu igin uygun degildir (Mraz ve ark.,
2009). miRNA gibi 200nt'den kiglik sRNA’larin dog-
rudan izolasyonu igin 6zellestiriimis cesitli kitler bu-
lunmaktadir (Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark.,
2013). miRNA izolasyonu igin bu ticari kitlerin kullani-
mi zaman ve is gucl yoninden arastiriciya énemli
avantaj kazandirmasina ragmen guanidinyum tiyosi-
yanat gibi organik bazli miRNA izolasyon metotlari ile
daha kaliteli RNA elde edilebildigi (Mraz ve ark.,
2009) ve ayrica bu reaktiflerin kullaniminin numune-
lerde genomik DNA kirlili§ini engelledigi ortaya konul-
mustur (Dellet ve Simpson, 2016). Ancak; Guo ve
Chen. (2014) miRVana ve Trizol ile yapmis olduklari
total RNA izolasyon metodunda; miRVana ile daha
kaliteli olgun ve 6nct miRNA elde edildigini saptamis-
lardir.

miRNA izolasyonu icin hangi yontemin kullanilacagi
calisma bltcesine ve arastiricinin galismadan bek-
lentisine bagl olarak degismektedir. Ayrica tercih
edilen metot veya metotlar ile elde edilen RNA'larin
verimlerinin beklenenden disiik oldugu durumlarda
izopropanol alkol veya etanol ile 1 gece boyunca -20°
C’de ¢oktirme basamaginin uygulanmasi 6nerilmek-
tedir (Mraz ve ark., 2009). Elde edilen total RNA mo-
lekullerinin, bir sonraki adim igin yiksek konsantras-
yonlarda (>100 ng / mL) saklanmasi, ayrica kalite ve
kantite kontrollerinin de yapilmasi &6nerilmektedir
(Bollati ve Dioni, 2019).

Elde edilen total RNA'nin kalitesinin ve miktarinin
degerlendiriimesi; miRNA ekspresyon analizlerinin
tekrarlanabilirligi ve dogrulugu icin olduk¢a énemlidir
(Nolan ve ark., 2013). Bunun i¢in Nano-Drop ve diger
spektrofotometre cihazlari kullanilarak 260 ve 280nm
(A260/A280 nm) ve 260 ve 230nm (A260/A230 nm)
absorbans degerlerinde total RNA molekiillerinin kali-
te 6lgimleri yapilabilmektedir. Ayrica Bioanalyzer gibi
otomatik kilcal elektroforez cihazlari kullanilarak top-
lam RNA butinliginun verimi ve kalitesi degerlendi-
rilebilmektedir (Becker ve ark., 2010). RNA kalite
Olgumlerindeki A260/A280 dalga boylarindaki oran,
RNA safligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu dogrultu-

Ozge SIDEKLI

da; RNA icin A260/A280 absorbans degerinin 1.9-2.1
oranina sahip olmasi Onerilmektedir (Bollati ve Dioni,
2019).

Otomatik kilcal elektroforez temeline dayanan Bioa-
nalyzer gibi cihazlar sRNA (15-40 nt) molekdllerinin
analizlerinde tercih edilen bir diger yontemdir. Ancak
bu cihaz kullanilarak miRNA’larin kalite ve kantite
Olcimundn yapilabilmesi igin 6zel sSRNA ¢ipinin bu-
lunmasi gerekmektedir (Becker ve ark., 2010). Ayrica
bu cihazlarda RNA butinliginin dodru yorumlanma-
si ve anlasilabilmesi icin RNA butinlik degeri (RNA
integrity number; RIN) ortaya konmustur. RIN yazilim
algoritmasi, 1'den 10'a kadar olan bir numaralandir-
ma sistemi ile total RNA'nin siniflandiriimasini sagla-
maktadir. Bu anlamda; 1 en fazla degredasyona ug-
ramig,10 ise en kaliteli olan RNA’dir. Calisma igin
tercih edilen en uygun RIN degerinin 6 ile 8 arasinda
oldugu bildiriimektedir (Nolan ve ark., 2006).

Ters Transkripsiyon/cDNA Sentezi

RT-gPCR ile gen ekspresyon galismalarinda ilk asa-
ma; elde edilen RNA’larin tasarlanan primerler yardi-
mi ile cDNA’'ya doénlstlrtlmesidir. Ancak; miRNA’la-
rin dizi uzunlugunun tipik bir DNA primeri ile hemen
hemen benzer olmasindan dolayr miRNA’larin ters
transkripsiyon basamagi klasik yéntemlerden farkhdir
(Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark., 2013). Bu dog-
rultuda bu adim igin “evrensel’ve “spesifik” RT prime-
rinin kullanimina dayanan iki farkh yaklagsim metodu
bulunmaktadir (Huang ve ark., 2015; Nolan ve ark.,
2013; Benes ve Castoldi, 2010). ik yaklasim olan
evrensel RT primerinin kullanimina dayanan metod;
miRNA’nin  3'ucuna bir poli(A) polimeraz (poly(A)
polymerase; PAP) kuyrugunun eklenmesi ve ardin-
dan oligo (dT) primerinin poliA kuyruguna hibridize
olmasi temeline dayanmaktadir. PoliA-oligo (dT) me-
todu genellikle SYBR® green bazli analizlerde tercih
edilmektedir (Nolan ve ark., 2013). Spesifik RT pri-
merinin kullanimina dayanan diger 6énemli yaklasim
metodunda ise; 3' ucuna miRNA ya spesifik tamamla-
yici, 5' ucuna “dogrusal (Lineer)” primer (Benes ve
Castoldi, 2010), “pincer” problari (Huang ve ark.,
2015) ve “kok halka (stem-loop)” RT primerleri
(TagMan) (Nolan ve ark., 2013) gibi primerler kullanil-
maktadir. qPCR ¢alismalarinda yaygin olarak tercih
edilen spesifik RT primerleri hedef miRNA'nin 3'ucu-
na spesifik olarak tasarlanmaktadirlar. Bu oligonukle-
otidler genel olarak TagMan yodntemine dayanan
gPCR analizlerinde kullaniimaktadir. Ayrica bu oligo-
nikleotidlerin olgun MiRNA'nin tani 6zgulligina art-
tirdigi bildiriimektedir (Dellet ve Simpson, 2016; No-
lan ve ark., 2013). Ancak tasarlanan primer ve/veya
problarin hedeflenen miRNA'ya 6zgi olmasindan
dolayi reaksiyon yalnizca spesifik primere sahip olan
miRNA’larin cDNA’ya dénlstirilmesine izin vermek-
tedir (Dellet ve Simpson, 2016).

Bu vyaklasim metotlari disinda; Castoldi ve ark.
(2011) tarafindan miQPCR adi verilen yeni bir metot
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ortaya konmustur. miQPCR metodu; olgun miR-
NA'nin 3' hidroksil grubuna, T4 RNA ligaz 1 (tek iplikli
RNA ligaz) aracilidi ile 26 nt uzunlugunda ki bir RNA/
DNA adaptori (miLINKER)Ynin baglanmasi temeline
dayanmaktadir. Olgun miRNA dizisinin uzatilmasiyla
birlikte mILINKER’In 3' ucundan 6zgullugu ve duyarli-
g1 yuksek cDNA sentezi gerceklestiriimektedir
(Benes ve Castoldi, 2010).

Evrensel ve spesifik RT metotlari disinda Jin ve ark.
(2016) tarafindan miQPCR’a goére daha hizli ve yuk-
sek kalitede cDNA eldesini sadlayan ve RT reaksiyo-
nu gerektirmeyen diger bir prob ligasyon yontemi
(SplintR® Ligaz) ortaya konmustur. iki asamadan
olusan bu yéntemde hedef miRNA’ya hibridize olan 4
-6 nt’lik iki DNA probu kullaniimaktadir. Bu DNA prob-
larinin yuksek sicaklikta hibridizasyon 6zelliginin artti-
g1 ve genis capli miRNA analizlerinde kullaniminin
uygun oldugu bildiriimektedir (Jin ve ark., 2016).

Primer Tasarimi ve RT-qPCR

RT-gPCR analizlerinin 6zgilligu ve duyarhihgi uygun
primer tasarimina baghdir (Nolan ve ark., 2006). Pri-
merin hedef diziye olan 6zginliklerinin arttiriimasi,
analiz slirecinde sekonder yapilarin olusumunu azalt-
maktadir (Dellet ve Simpson, 2016). Bu nedenle;
hedeflenen miRNA oligonukleotit dizileri ve bu dizile-
rin dogruluu miRBase veritabaninindan (Kozomara
ve ark., 2019) belirlenebilmektedir. miRBase disinda;
TargetScan (Agarwal ve ark., 2015) veya miRTarBse
(Chou ve ark., 2018) gibi veri tabanlari da kullanilabil-
mektedir.

miRNA’'ya spesifik primerlerin tasarimi hedef sekan-
sin GC igerigi, cDNA sentezi ve amplikon tespiti igin
kullanilan yonteme bagli olarak degismektedir (Benes
ve Castoldi, 2010). Aday primerler ile iligkili olarak
sekonder yapllarin ve primer dimerlerinin olusumunu
en aza indirgemek icin nikleotitlerin ve optimum pri-
mer ciftlerinin boylari kisaltilabilmekte veya uzatilabil-
mektedir (Dellet ve Simpson, 2016). Hedef miRNA'ya
spesifik primerler sSRNAPrimerDB (Xie ve ark., 2019)
veya miRprimer (Kang ve ark., 2018) gibi ¢esitli algo-
ritma programlari kullanilarak tasarlanabilmektedir.

RT-gPCR analizlerinde cesitli algoritma programlari
ile dizayn edilen primerler ile hedef diziler arasinda
ongorilen erime sicakhidinin (melting Temperature;
Tm) fazla oldugu durumlarda gesitli hassasiyet sorun-
lari ile karsilasilabilmektedir (Benes ve Castoldi,
2010). Hassasiyet sorununun ortadan kaldiriimasinda
sentetik kilitli nukleik asit analogu (locked nucleic
acid; LNA) gibi problarin kullanimi 6nerilmektedir
(Nolan ve ark., 2013). Prob bazli analizlerde kullani-
mi tercih edilen LNA problari; oligonukleotitlerin hibri-
dizasyon 0Ozelligini ve primerlerin Tm’lerini 2-8 °C'ye
kadar arttiran kimyasal olarak modifiye edilmis RNA
nikleotitleridir (Dellet ve Simpson, 2016). LNA nikle-
otidin riboz halkasi, hedef dizinin 2'-oksijen ve 4'-
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karbon atomlarina baglanan bir kopri ile modifiye
edilmektedir. Bu kopri; 3'-endo konformasyondaki
riboz halkasi ile kilit yapi olusturur (Nolan ve ark.,
2013). Ticari olarak satilan ve PCR reaksiyonuna
spesifik olan bu LNA problari miRNA’lar arasinda
ayrimin yapilmasinda oldukga etkili bir yontemdir.
Ancak; LNA nUkleotitlerinin DNA nikleotitlerinden
daha pahali olmasi bu problarin miRNA ekspresyon
¢alismalarinda kullanimini sinirlandirmaktadir (Benes
ve Castoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013).

RT-qPCR; gercek zamanli olarak floresan isima ile
birlikte hedef molekilin saptanmasi temeline dayan-
maktadir (Nolan ve ark., 2006). gPCR analizi g¢esitli
floresan 1sima teknikleri (SYBR green®, EvaGreen®
TagMan prob, molekiler boncuk gibi) ile gerceklestiri-
lebilmektedir. Ancak, bu teknikler arasindan miRNA
analizi icin SYBR green® (Nolan ve ark., 2006),
EvaGreen® (Nolan ve ark., 2013) ve TagMan prob
(Nolan ve ark., 2006) temelli teknolojilerin kullanimi
Onerilmektedir.

SYBR green® ve Evagreen® floresan boyalar; gift
zincirli DNA (double stranded; dsDNA)’ya baglanarak
floresan 1sima meydana getiren ucuz ve kullanimi
kolay gPCR analiz yontemleridir. Ancak bu boyalar
amplifikasyon Urlinleri disinda primer dimerleri gibi
sekonder yapilarada baglanabilmektedir (Nolan ve
ark., 2006). Bu nedenle; bu ydntemlerde mutlaka
erime egrisi (melting curve) analizinin yapilmasi
Oneriimektedir (Benes ve Castoldi, 2010). Amplifi-
kasyon urinlerinin tespitinde kullanilan bir diger yont-
em; TagMan prob olarak bilinen hidroliz problarinin
kullanimidir (Nolan ve ark., 2013). TagMan problar
PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilan PCR {rinlerine
baglanma miktarina gére orantili bir floresan madde
artist  meydana getirmektedir. TagMan prob
teknolojisinde de primer-dimerler veya diger spesifik
olmayan amplifikasyon driinler meydana gele-
bilmektedir. Ancak SYBR® green metodunun aksine
yalnizca spesifik hedeflere baglandidi icin miRNA
ekspresyon analizlerinde bu yéntemin kullanimi daha
yaygindir (Benes ve Castoldi, 2010).

Androvic ve ark. (2017) miRNA ekspresyon analizin-
de kullaniimak lzere “two-tailed RT-gPCR” adi veri-
len yeni bir ydontem gelistirmiglerdir. Ayrica; bu yonte-
min hedeflenen miRNA'lari yiksek 6zgullikte ayirt
edilebildigini ve miRNA ekspresyon analizlerinde
yaygin olarak kullanilan TagMan prob temelli RT-
gPCR g¢alisma sonuglari ile benzer oldugunu bildir-
mislerdir.

RT-gPCR kullanarak miRNA ekspresyon profil anali-
zinin dog@rulugu buyuk dlgide PCR etkinligine bagli-
dir. RT-gPCR analizinin etkinlik analizi; genellikle
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis bir dizi dilisyon
serisi ile ortaya konmaktadir (Dellet ve Simpson,
2016). Seyreltme serileri ile elde edilen egik déngu
(cycle threshold; Ct) de@erinin logaritmik artis miktar-
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larina gére standart egri ve egrinin egiminin hesap-
lanmasi ile de PCR etkinlik degeri hesaplanabilmek-
tedir (Becker ve ark., 2010). Ayrica standart bir egri
olusturmadan LinRegPCR veya FPK-PCR gibi yazi-
Iim programlari kullanilarak PCR etkinlik degerleri
saptanabilmektedir (Tellinghuisen ve Spiess, 2016).
PCR analizinin kabul edilebilir etkinlik degeri; optimi-
zasyon islemine baglamadan 6nce arastirici tarafin-
dan tanimlanmalidir. PCR etkinlik degerinin genel
olarak %90’dan fazla olmasi 6nerilmektedir. Bununla
birlikte; PCR etkinlik degeri; numunelerdeki PCR inhi-
bitorlerinin varligina, primer prob tasarimina ve arag-
tiriciya bagl teknik nedenler ile degisebilmektedir
(Dellet ve Simpson, 2016; Nolan ve ark., 2013).

Normalizasyon ve Istatistik Analizler

RT-gPCR verilerinin analiz edilmesi i¢in yaygin olarak
mutlak ve goéreceli 6lcim ydntemleri kullaniimaktadir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Mutlak 6lgim; genel
olarak RT-gPCR analizlerinde ortaya ¢ikan sinyallerin
standart bir egriyle iligkilendiriimesi prensibine dayan-
maktadir (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu normali-
zasyon yonteminin miRNA miktarlarinin tam olarak
ortaya konmasi icin yeterli olmadigi bildiriimektedir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Géreceli miktar 6lgi-
miinde ise; hedef transkriptin qPCR analizi sonucu
elde edilen verilerin referans genler ile karsilastiriima-
si temeline dayanmaktadir. Bu dogrultuda; miRNA
ekspresyon analizlerinin dogru yorumlanabilmesi igin
gesitli normalizasyon stratejileri ortaya konmustur
(Bollati ve Dioni, 2019; Schwarzenbach ve ark.,
2015). RT-gPCR verilerinin normalizasyonunda en
yaygin kullanilan yaklagimlar; analiz edilen butin
miRNA kimesinin global ortalamasinin alinmasi,
ekzojen sentetik oligonikleotid veya endojen miR-
NA’larin  kullaniimasidir  (Faraldi ve ark., 2019;
Schwarzenbach ve ark., 2015).

miRNA ekspresyon verilerinin global Ct degerlerinin
global ortalama (aritmetik ve geometrik ortala-
ma)’'sinin alinmasi yaygin olarak bliylk 6lgekli miR-
NA ekspresyon c¢alismalarinda veri normalizasyonu
icin kullaniimaktadir (Bollati ve Dioni, 2019). Bu yak-
lasim metodunda belirli bir referans gen segmek yeri-
ne, eksprese olan butlin genlerin global ortalamasi
bir normalizasyon faktérii olarak kullaniimaktadir.
Elde edilen normalizasyon faktériinin miRNA eksp-
resyon sonuglarinin yorumlanmasindaki sorunlari
ortadan kaldirdigi dustnulmektedir (Faraldi ve ark.,
2019).

Veri normalizasyonu igin kullanilan ekzojen oligoniik-
leotitler (O6rnedin; Caenorhabditis elegans'dan elde
edilen cel-miR-39, cel-miR-54 veya cel-miR-238 gibi)
ise; miRNA ekspresyon analizlerinde meydana gele-
bilecek teknik hatalara bagli varyasyonlarin azaltilma-
sI igin yaygin olarak tercih edilen stratejilerden biridir
(Faraldi ve ark., 2019). Ekzojen miRNA'lar; 6rnek
sette bulunan miRNA miktarindaki farkhliklari 6nle-
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mek ve ters transkripsiyon asamasinin reaksiyon
verimini arttirmak igin genellikle ters transkripsiyon
asamasindan hemen 6nce Ornek sete eklenmektedir.
Ticari olarak satilan bu sentetik kontrol Grlnleri (spike
-in) miRNA ekspresyon sonuglarini daha guvenilir bir
hale getirmesine ragmen mikrovezikil igerisinde tasi-
nan miRNA’larin ve gen ekspresyon analizlerinde
canliya ait faktérlere bagh miRNA ekspresyon seviye-
sindeki degisiklerin normalize edilmesinde guvenilir
degildir. Bu nedenle endojen miRNA’lar ile birlikte
kullanimlari 6nerilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019;
Schwarzenbach ve ark., 2015).

Normalizasyon igin kullanilan bir diger 6nemli strateji
ise; endojen miRNA’lardir. Genel olarak endojen
miRNA’lar; drnek setteki blyik olglide ekspresyonu
degismeyen kugik nukleolar RNA (small niicleolar
RNA; snoRNA)lar arasindan segilmektedir (Benes
veCastoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013). snoRNA
(6rnegin; RNU6, RNU6B, RNU44 ve RNU48)lar hiic-
re ve dokularda surekli eksprese olmalarina ragmen;
bazi hastalik kosullarinda ekspresyon seviyelerinde
degisikliklerin meydana gelebilecedi bildiriimektedir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Buna ragmen; endo-
jen miRNA’lar hedef genler ile ayni degiskenlerden
etkilendikleri icin en uygun referans genler olarak
disunulmektedir. Bu nedenle; bu normalizasyon yén-
teminde hedef miRNA'larin PCR amplikasyon Urinleri
ile iligkili Ct degerleri, endojen referans gen olarak
secilen miRNA'larin Ct degerleri ile karsilastirimakta-
dir (Schwarzenbach ve ark., 2015). Yapilan ¢alisma-
larda normalizasyon igin referans gen olarak kullana-
bilecek olan snoRNA'larin segiminde NormFinder
(Andersen ve ark., 2004) ve GeNorm (Vandesompele
ve ark., 2002) gibi yazilim algoritmalarinin kullanilabi-
lecegi bildirilmektedir.

RT-gPCR analizlerinin tamamlanmasi ile birlikte her
bir miRNA'nin miktarinin karsilastinimasinda AACT
(222°Ty metodu yaygin olarak tercih edilmektedir
(Livak ve Schmittgen, 2001). Bu istatistiksel model ile
analiz sonuglarinin ortaya konmasi icin mirBridge
(Tsang ve ark., 2010) veya miFRame (Backes ve
ark., 2015) gibi programlar kullanilabilmektedir. Bu
yaziim programlari diginda cesitli istatistiksel veya
biyoinformatik analizierde miRNA’nin GC igeriginin
tahmini, dizi uzunlugunun ve hedef gen analizinin
belirlenmesi icin OligoSCAN, Matlab ve Pajek gibi
yazilim programlari da yaygin olarak tercih edilmek-
tedir (Chakraborty ve ark., 2015).

MikroRNA Ekspresyon Analizine Etki Eden Et-
menler

Kantitatif miRNA ekspresyon analizlerinin sonuglari
cesitli degiskenlerden buyiuk dlglide etkilenmektedir
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu degiskenler; yas ve bes-
lenme gibi canliya ait olan faktorler ile teknik nedenle-
re bagli numunenin alinma zamani, kontaminasyon,
ornek tipi, tasima, isleme ve depolama gibi gesitli dis
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faktorlerdir (Bollati ve Dioni, 2019; Mraz ve ark.,
2009). Grasedieck ve ark. (2012) yapmis olduklari bir
c¢alismada; qPCR analizlerinde dondurma ve ¢ézme
islemlerinin miRNA ekspresyon analizlerini dogrudan
etkiledigini, bu nedenle de bu islemlerin bazal seviye-
ye digsurilmesi gerektigini bildirmiglerdir. Ayrica; hiic-
re digi miRNA’larin ekspresyon analizlerinde numune
matrisi olarak tam kan kullanilmasi amaglanan c¢alis-
malarda kullanilacak olan tiplerin EDTA (Nolan ve
ark., 2013), heparin veya sitrat gibi antikoagtilan iger-
mesi gerektigi bildiriimektedir (Bollati ve Dioni, 2019).

miRNA ekspresyon analizinde elde edilen veriler,
izolasyon yonteminden ve izolasyon sonrasi depola-
ma kosullarindan da etkilenmektedir (Mraz ve ark.,
2009). Bravo ve ark. (2007) Trizol veya mirVana izo-
lasyon kiti ile elde edilen ve -80 °C'de depolanan
miRNA’larin olduk¢a kararsiz bir yapida olduklarini
ortaya koymuslardir. Ayrica elde edilen miRNA’larin
farkh depolama kosullarina bagdh olarak kaliteli
cDNA’nin elde edilemedigini bildirmiglerdir. Mraz ve
ark. (2009) ise; miRNA'larin farkli kosullar altindaki
stabilitelerinin degerlendiriimesi Uzerine yapmis ol-
duklan bir calismada; -80°C'de 14 gun, -80°C’de 10
ay boyunca saklanan ve taze olarak elde edilen 29
adet miRNA numunesinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimi incelemiglerdir. Elde edilen veriler sonucun-
da; miRNA'larin uygun kosullar altinda saklama igle-
mi uygulandiginda dondurma suresinin miRNA stabi-
litesini etkileyen énemli bir faktér olmadigini bildirmis-
lerdir. Ayrica; izole edilen miRNA'lardan elde edilen
cDNA'larin 11 gin boyunca RNAaz icermeyen solus-
yon igerisinde -20°C'de depolandiklarinda bile miRNA
ekspresyonunun stabil oldugunu ortaya koymuslardir.
Benzer sekilde; Grasedieck ve ark. (2012) miRNA'la-
rin -80°C ve -20°C'de uzun siire depolanmalari ile
birlikte miRNA ekspresyon stabilitesini incelemigler-
dir. Elde etmis olduklari sonuglara gére; serumlarin 2-
4 yil boyunca -20°C'de saklanmalarinin toplam miR-
NA ekspresyonu Ulizerinde 6nemli bir etkiye sahip
olmadigi, ancak 6 yildan daha uzun siireli depolama
sonrasinda miRNA ekspresyon seviyelerinde dnemli
bir distsun meydana geldigini bildirmiglerdir. Ayrica;
-80°C’de uzun sureli dondurmaya bagli olarak surekli
dondurma ve ¢6zdirme iglemlerinin miRNA miktari-
nin azalmasina neden oldugunu gostermiglerdir
(Grasedieck ve ark., 2012).

Formaline sabitlenmis parafine gdémilli dokulardan
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; FFPE) da kalite-
li miRNA elde edilebilecegdi ortaya konulmustur. Szaf-
ranska ve ark. (2008) dondurulmus ve FFPE numu-
nelerinde miRNA ekspresyon profilini incelemislerdir.
Her iki numune tipinde de miRNA ekspresyon seviye-
sinin benzer oldugu saptanmistir. Ancak; FFPE nu-
munelerinde tespit edilen miRNA miktarinda %5 ile %
8,6 arasinda bir kayip oldugunu bildirmiglerdir. Ayri-
ca;10 yil boyunca saklanan FFPE numunelerinde
miRNA ekspresyonunun saptanabildigi ve miRNA’la-
rin mRNA’lara gbére daha az degredasyona ugradigi

53

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 18(1): 48-56

saptanmistir (Szafranska ve ark., 2008).

Ekspresyon galismalarinda; kontaminasyon ve kulla-
nilan drnek tipi analiz sonuglarini etkileyen diger et-
menlerdendir. Ornegin; Cheng ve ark. (2013) plazma
numunesinde trombosit kontaminasyonundan dolayi
dolagimdaki miRNA seviyelerinin degistigini ortaya
koymuslardir. Ayrica; hiicre disi miRNA ekspresyon
analizlerinde kanin plazma kismi yerine serumunun
miRNA ekspresyon analizlerinde kullaniimasi 6neril-
mektedir. Kirschner ve ark. (2013) hemolizin miRNA
ekspresyon seviyesine olan etkisini incelemigler ve
siklikla normalizasyon igin kullanilan bir miRNA olan
endojen miR-16 konsantrasyonunun, kirmizi kan
hiicrelerinde mevcut olan en bol miRNA'lardan biri
oldugunu bildirmislerdir. Hemolize edilen plazma ve-
ya serum numunelerinde miR-16 konsantrasyonu
daha yuksek ve degisken olmasindan dolayr miR-
16'nin hemolize edilen numunelerde normalizasyon
igin kullanilmamasi gerektigini bildirmiglerdir.

miRNA ekspresyonunun canliya bagli beslenme,
kondiisyon, cinsiyet ve yas gibi faktérlerden de etki-
lendigi ortaya konulmustur (Blondal ve ark., 2013).
Ornegin; miRBase veri tabaninda serum ve plazma
orneklerinde 1000’den fazla miRNA’'nin ekspresyonu-
nun stabil oldugu belirlenmistir. Ancak; Blondal ve
ark. (2013) incelemis olduklari serum ve plazma nu-
munelerinde 1000'den fazla miRNA’nin iginden yal-
nizca 114 adet miRNA'nin ekspresyonunun stabil
oldugunu saptamiglardir. Elde edilen sonuglar ile
veritabani arasindaki farkin canliya bagh faktérlerden
kaynaklandigini bildirmiglerdir.

Veteriner Bilimleri Alaninda miRNA’lar

miRNA’larin, kesfedilmesi ile birlikte insan da dahil
olmak Uzere cesitli hayvan turlerinde sRNA molekul-
lerinin hicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apopto-
zisi gibi birgok biyolojik sirece aracilik ettigi ortaya
konmustur (Mendell ve Olson, 2012; Su ve ark.,
2010). miRNA'lar ile iligkili bu hizli gelisim ve ilerle-
meler sonucunda, miRNA’larin ifade diizeylerinde
meydana gelebilecek degisikliklerin cesitli fizyolojik
ve patolojik kosullarla iligkili tani kriteri olarak kullani-
labilecekleri (Singh ve ark., 2019) ve hastalik patoge-
nezisinde de (Stenfeldt ve ark., 2017) rol oynayabile-
cekleri belirlenmigtir. Ornegin; insanlarda malign akci-
ger kanserinin ve kronik pankreatitis ile pankreas
kanseri hastaliklari arasindaki farkliliklarin saptanma-
sinda non-invaziv miRNA tani testleri gelistirilmistir
(Singh ve ark., 2019). miRNA'larin tani kriteri olarak
kullanilabilecegine dair insanlarda bildirilen gelisme-
ler dogrultusunda; miRNA’larin veteriner bilimleri ala-
ninda da belirteg olarak kullanilabilecekleri ileri stril-
mistir. Ornegin; Stenfeldt ve ark. (2017) sigirlarda
onemli ekonomik kayiplara neden olan Sap hastali-
ginda eksprese olan miRNA’lari ortaya koymak igin
yapmis olduklarn bir galismada miR-1281’in hastaligin
akut ve kronik safhasinda azaldigini buna karsin bta-
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miR-17-5p (akut safhada) ve bta-miR-31 (kronik saf-
hada) ekspresyon seviyelerinin arttigini saptamislar-
dir. Zheng ve ark. (2018) sigirlarda miR-185'in reten-
sio sekundinaryum hastaliginda eksprese oldugunu
ve hastaligin patogenezisinde rol oynayabilecegini
ileri sirmuslerdir. Kopeklerde yapilan bir ¢calismada
ise insanlarda tumor ile iligkili miRNA dizisine ait
problarin %90’ninin képeklerde B ve T hiicre kdkenli
timorlerin  tanisinda kullanilabilecegi  belirlenmigtir
(Uhl ve ark., 2011). Fleischhacker ve ark. (2013) ise
miR-122 ve miR-193b’nin diyabetik kedilerde biyobe-
lirtec olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.
Dolasimda bulunan miRNA’larin gesitli helmint enfek-
siyonlari ile de iligkili olabilecegdi belirlenmistir. Guo ve
Zheng, (2017) Eshinococcus Multilocularis ile enfekte
olmus farelerin dolagiminda parazit hastaldi ile iligkili
emu-miR-10 ve emu-miR-277’yi tanimlamislardir.

miRNA’larin tani amacli kullanimlarinin yani sira
terapétik amacl da kullanilabilecekleri 6n goérilmek-
tedir. Ornegin; timér baskilayici miRNA'larin eksp-
resyon seviyelerinin azalmasi onkogenin ekspresyo-
nunun artmasina ve kanser olusumuna neden olmak-
tadir. Bu durumun tersi ise; “onkomiR” olarak bilinen
bazi miRNA’larin kanser gelisimini arttirdid1 saptan-
mistir. Bu nedenle miRNA’larin etki sekli degistirilerek
kanserlerin gelisim surecinin yavaslatilabilecegi ileri
surtlmektedir (Singh ve ark., 2019).

miRNA’larin hastalik patogenezisindeki rolleri ve tera-
potik yaklagsim amaglh kullanimlarini ortaya koyan bu
umut verici gelismelerin diginda reproduktif stire¢ gibi
onemli biyolojik fonksiyonlarin yiritilmesinde de
etkin bir role sahip olduklar bilinmektedir. Ornegin;
Donadeux ve ark. (2013) miR-21, miR-23a, miR-145,
miR-503, miR-224, miR-383, miR-378, miR-132 ve
miR-212’nin kisraklarda ovulasyon siirecini kontrol
ettiklerini belirlemislerdir. Gebelik siirecinde ise miR-
92, miR-17 ve miR-27’nin anjjiogenezisi dizenledigi
ortaya konmustur. Ayrica Li ve ark. (2012) laktasyon
doéneminde de miRNA ekspresyon seviyesinde farkli-
liklara rastlamiglardir. Laktasyon déneminde bulunan
ineklerde yapmis olduklari bir ¢calismada emzirmeye
bagli olarak 56 adet miRNA’nin ekspresyon seviyesi-
nin degistigini bildirmiglerdir.

Sonug

miRNA’lar Gzerine yapilan ¢alismalarin sayisinin
artmasi ile birlikte hlcresel gen ekspresyonunun
blylk bir kisminin miRNA’lar tarafindan kontrol edil-
digi ortaya konmustur. Ancak; hiicre ve/veya dokuya
spesifik miRNA’larin hedefledikleri gen boélgeleri ve
etki mekanizmalari henliz tam olarak agiga cikarila-
mamistir. miRNA’larin hedefledikleri gen bdlgeleri ve
etki mekanizmalarinin belirlenmesi ile gesitli fizyolojik
ve patolojik slireglerin molekiiler alt yapisi anlasila-
cak boylece farkh tani ve tedavilerin gelistirimesinde
etkili olabilecektir. Bu nedenle; miRNA'larin potansi-
yel rolliniin tam olarak anlasilabilmesi igin, kullanimi
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kolay ve farkh tani laboratuvarlar arasinda tekrarla-
nabilirligi mimkun olan ylksek duzeyde standartlagti-
rilimis metodolojiler gelistirilmeli ve tercih edilmelidir.
Teknolojide gérilen gelismelere paralel olarak; aday
miRNA’larin, hedefledikleri gen bdlgeleri ile etki me-
kanizmalari ve ekspresyon profillerinin; mikroarray,
yeni nesil sekanslama, northern blot ile qPCR gibi
cesitli yontemlerle belilenmesi mimkin olmaktadir.
Bu yontemler igerisinde; RT-gPCR molekiler analiz-
lere yuksek duyarliligi ve 6zgullidi nedeniyle 6ne
cikmaktadir.
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Ozet: Bu derlemede travmada sonografi ile abdomen odakli degerlendirme (AFAST), travmada sonografi ile toraks
odakli degerlendirme (TFAST) ve basucu akciger ultrasonografik degerlendirme (VetBLUE) yontemleri ele alinmistir.
Ultrasonografik muayeneyi gergeklestirecek hekimin ¢ok detayli olmasa da belirli bir seviyede anatomi bilmesi ve kul-
landigi cihazin modlarina hakim olmasi gerekmektedir. Bunun disinda muayene teknikleri igin yaklasik 3 ile 6 dakika
gibi kisa bir zaman yeterli olmaktadir. Ultrason birgok yardimci tani aracinin aksine non—invazif giivenli ve daha hizli bir
yontemdir. Codu arastirmaci bunun tzerine giderek acil kliniklerinde ultrason kullanarak hayati 6nem arz eden vakalar-
da hem hastanin zaman kaybini azaltmak, hem de hekimin daha kolay bir sekilde belirli hastaliklari elimine etmesini
saglayan birgok muayene tekniginin gelistirimesine yardimci olmustur.

Anahtar kelimeler: Acil veteriner hekimligi, AFAST, TFAST, ultrason, VetBLUE

Ultrasonographic Examination Methods in Emergency Veterinary Medicine
Summary: In this review, abdominal focused assessment with sonography for trauma (AFAST), thorax focused as-
sessment with sonography for trauma (TFAST) and bedside lung ultrasonographic examination (VetBLUE) methods in
trauma are discussed. The physician who will perform the ultrasonographic examination should know a certain level of
anatomy and be in control of the modes of the device. In addition, a short time of about 3 to 6 minutes is sufficient for
these examination techniques. Unlike most diagnostic tools, ultrasound is a non - invasive, safer and faster method.
Many investigators have increasingly assisted in the use of ultrasound in emergency clinics to reduce the time loss of
patients in vital cases, as well as the development of several examination techniques that allow the physician to elimi-

nate certain diseases more easily.

Key words: AFAST, emergency veterinary medicine, TFAST, ultrasound, VetBLUE

Girig

Travmatize ya da semptomatik rahatsizliklari bulunan
hastalarin kardiyak ve respiratorik degerlendirilmesin-
de ultrason birincil tani araci olarak kullanilabilmekte-
dir. Abdomen odakli ultrasonografik degerlendirme
(AFAST), serbest abdomen sivisinin varligini deger-
lendirmek igin tasarlanan abdominal dért bdlgeyi in-
celemeye odaklanirken, toraks odakli ultrasonografik
degerlendirme (TFAST) plevral ve perikardiyal bos-
lukta hava ya da sivi varligini tespit etmek icin kulla-
nilir. VetBLUE (basucu akciger ultrasonografik deger-
lendirmesi), interstisyel-alveoler akciger hasarini tes-
piti icin kullanilan acil akciger ultrasonografik muaye-
ne yoéntemidir (Boysen ve ark., 2013). Plevral efiiz-
yonlar, akciger Kisti ve apsesi, yaygin masif lezyonlar
ozellikle ultrasonografik goriintileme yontemi ile ayirt
edilebilir (Sen, 2015).

Travmada Sonografi ile Abdomen Odakli Deger-
lendirme (AFAST)

AFAST muayene yontemi, periton boslugunda ser-
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best sivinin tespiti icin diyaframin, karacigerin, safra
kesesinin, dalagin, bébreklerin, bagdirsaklarin ve idrar
kesesinin goérintilenmesine dayanir. Yapilan calig-
malarda ultrasonografinin idrar kesesi rupturlarinda
ve idrar yolu obstruksiyonlarinda sensitivitesinin yuk-
sek oldugu belirlenmistir (Bumin ve ark., 2018). idrar
kesesinin muayenesinin tam olarak gergeklestiriimesi
icin icinin dolu olmasi gerekir (Bumin, 2000). Serbest
sivi anekoiktir ve ilgili oldugu bdlgelerde organlarin
etrafinda Uggenler seklinde toplanma egilimindedir
(Boysen ve ark., 2013).

Abdominal travma geciren kopeklerde 2 AFAST uy-
gulama yéntemi vardir. Bunlardan ilki abdomenin dort
bolimlnde serbest abdomen sivisinin (tipik olarak
kanamayi gosteren) varligini belilemek veya ekarte
etmek icin hizlica tasarlanmis karin bdlgelerinin
AFAST odakli olarak incelenmesidir.

ikincisi ise seri AFAST incelemeleri, 6zellikle abdomi-
nal sivi skorunun (AFS) belirlenmesi ile birlikte kulla-
nildiginda zamanla karin igindeki sivi miktarindaki
degisiklikleri saptamak icin tasarlanmistir. Seri
AFAST incelemeleri her 2-4 saat arayla veya klinik
bulgular dogrultusunda daha sik yapilmalidir. FAST
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incelemeleri, serbest abdominal sivinin tespiti icin
uzman olmayan kisiler tarafindan yapilsa da gorinti
¢ok spesifiktir, ancak penetran travma sonrasi karin
ici hasarin géruntilenmesi kint travmaya oranla da-
ha zordur (Bruchim, 2018).

Muayenenin pozisyonu hastanin o anki yatis sekline
gbre belirlenebilir, bu hastanin daha fazla strese gir-
mesini engeller (Boysen ve ark., 2013).

Kopeklerde AFAST uygulamasinda ortalama stirenin
3 ile 6 dakika arasinda oldugu bildirilmistir (Bruchim,
2018). Diyafram hattinin goérintilenmesi icin 7.5
MhZ'lik sektér prob kullanilabilir (Sindak ve ark.,
2006). Muayene tipik olarak, subksifoidden spleno-
renal boélgeye, spleno-renal bélgeden sisto-kolik bol-
geye sistokolik bélgeden hepatorenal bdlgeye olacak
sekilde saat yonini izleyen bir dénusle degerlendiri-
lir. Her bolgede, ultrason probu farkli yonlerde birkag
cm hareket ettirilebilir ve hedef organlar belirlenene
kadar 45 derecelik bir agiyla havalandirilabilir. Sub
ksifoid veya DH alani iyi bir baglangi¢ noktasidir ¢lin-
kii safra kesesinin tespit edilmesini saglar. Safra ke-
sesinin goruntilenmesi igin prob orta hattin sagina
dogru yatirihr ve sivi dolu safra kesesi anekoik gori-
nene kadar manipilasyona devam edilir (Sekil1)
(Bruchim, 2018). Sol bdbregdin muayenesi icin prob
son kostanin hemen gerisinde goégis bolgesine te-
mas ettirilir. Sag bobredin muayenesi ventral olarak
zordur, iri kopeklerde 11-12. interkostal araliktan ya-
pilir (Spence, 1997).

Sekil 1. AFAST muayene yontemi (Boysen ve ark., 2013)

Travmada  Sonografi ile  Toraks  Odakli

Degerlendirme (TFAST)

TFAST'In birincil amaci travmatize olmus hastalarda
hizli bir sekilde pndmotoraksin (PTX) belirlenmesidir.
ikincil hedefleri arasinda plevral, perikardiyal bosluk-
larda ve torasik boélgedeki yaralanmalarin tespiti bu-
lunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ultrasonografik
muayenenin radyografik muayeneye kiyasla pnémo-
toraks hastalarinda %95 oraninda duyarliiginin oldu-
gu ortaya koyulmustur.

TFAST’in uygulamasinda kullanilan gdérintu agilari;
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cift tarafli, sabit ve yatay olarak probla konumlandiri-
lan gogus tlpu bolgesi (CTS) goriinimleri, ¢ift tarafli
olarak uygulanan perikardiyal alan (PCS) gérinimleri
ve besinci nokta olarak, tek tarafli uygulanan diyafra-
matik-hepatik (DH) goérinimdir (Lisciandro, 2014)
(Sekil 2).

Sekil 2. TFAST muayene gorseli (Boysen ve ark., 2013)
Gégiis Tiipli Bélgesinin Degerlendirilmesi

Gogus tupl bolgesi (CTS) goriintisi 8. ve 9. inter-
kostal araliklardan probu dorsalden ksifoid bolgeye
yonlendirilerek yapilan gorintileme islemi olarak
tanimlanmaktadir. Prob g6gus tupi bodlgesi konumu-
na getirildikten sonra, tum akciger ultrasonografisi
icin standart oryantasyon olan pulmoner-plevral gizgi-
yi (ara yuz) tanimlayan gator (timsah) isareti bulunur
(Sekil 3). interkostal araligin plevral tarafi boyunca,
pulmoner plevral gizgiyi (PP cizgisi) temsil eden prok-
simal parlak beyaz c¢izgi (hiperekoik) gorintilenir.
Basitce, PP-hatti anatomik olarak akcigerin torasik
duvar boyunca inspirasyon ve ekspirasyonla kaymasi
gereken yerleri temsil eder (Lisciandro, 2014). Akci-
ger ekspirasyon ve inspirasyon sirasinda torasik du-
vara dogru kayar ve geri gelir. insan tibbinda hareket,
akciger kaymasi olarak adlandirilmistir (Volpicelli ve
ark., 2012). Ancak, veteriner hekimliginde kayma izi
terimi kullaniimistir (Boysen ve ark., 2013; Lisciandro
ve ark., 2008; Nyland ve ark., 2002).

Sekil 3. TFAST muayenesinde timsah gérinimu
(Lisciandro, 2014).
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Gogiis Tiipli Bélgesindeki Bulgular

Kayma Isareti (A Cizgileri): Kayma izi, akcigerin par-
lak beyaz proksimal gizgiden PP gizgisi tarafindan
temsil edilen torasik duvara kadar hareket etmesi
olarak tanimlanir. Normal akcigerin hava ile dolma-
siyla, hava reverbasyon artefakti PP ¢izgisinin 6tesin-
de A cizgileri adi verilen esit paralel gizgiler olarak
gorintilenir (Sekil 4). Bunlarin PP gizgisi ile karistiril-
mamasi gerekir ¢inkd yapay A gizgileri boyunca kay-
ma goérilmez. Kayma isareti gercek zamanl bir bul-
gudur. Normal akcigerin ve pndmotoraksin (PTX)
standart B-modundaki gorintileri tamamen aynidir
(Sekil 5). Timsah isareti, kayma isaretinin varligi veya
yokluguyla ilgili dogru degerlendirme igin gereklidir.
Kayma igaretinin varlidi PTXi elimine eder
(Lisciandro, 2014).

Timsah Isareti

Sekil 4. Kayma isareti A gizgilerinin gorintiilenmesi
(Lisciandro, 2014)

Sekil 5. Normal akciger ve pnémotoraksin B-mod goriintii-
s aynidir (Lisciandro, 2014)

Ultrasonografik Akciger Roketleri (B cizgileri): Ultra-
sonografik akciger roketleri (ULR), ultrasonografik
olarak sivinin hemen havaya bitisik oldugu yerlerde
akciger cevresi boyunca meydana gelir.

Onemli olarak, ULR'ler tim ultrason ekranini doldur-
salar da, bu artefaktlar sadece akciger ylzeyinin ilk 1
ila 3 mm'si icinde sivi ile havanin yan yana durmasini
temsil  ederler (Soldati ve ark., 2011).
Bu artefaktin avantajlari:

1- ULR'ler kolayca tanimlanabilir (kayma isaretinden
daha belirgindir).

Ozlem SENGOZ SIRIN

2- ULR'ler, torasik duvar boyunca bu noktada PTX'i
hizli bir sekilde ekarte eder.

3- ULR'lerin bdlgesel dagihm gdsterme sekilleri, akci-
ger kosullarini teshis etmek igin kullanilabilir, ¢linki
ULR'ler, 1slak akciger olarak adlandirilan interstisyel
6dem formlarini temsil eder.

ULR'ler, hiperekoik parlak beyaz cizgiden veya PP-
cizgiden koken alir. Bununla birlikte, ULR'ler, inspi-
rasyon ve ekspirasyon hareketinden kdken alan sar-
kac gibi sallanan, hiperekoik ¢izgilerin solmamasiyla
kayma isaretinden farklidirlar (Boysen ve ark., 2013).

Basamak Goriiniimii

TFAST sirasinda PP hattinin normal lineer devamlili-
ginda bozulma goézlenmistir. Bu ylzden bu terim
TFAST muayenesinde kullaniimaktadir. Genis gogus-
i kopeklerde abdominal kosullara bagli olarak
(asites, gebelik) yanhs pozitif gérinim alinabilir bunu
onlemek icin 7. ve 8. interkostal araliktan da muaye-
ne yapilmalidir (Lisciandro ve ark., 2008).

Akciger Noktasinin Belirlenmesi ve Pnémotorak-
sin Derecelendirilmesi

Pnomotoraks ‘hepsi ya da yok’ seklinde bir fenomen
olarak kabul edilmistir ki bu yanlistir. Clinkii pnémoto-
raksin derecesi akciger noktasinin yeri belirlenerek
degerlendirilebilir. Akciger noktasi, kollaps olmusg
akcigerin torasik duvar ile temasin devam ettigi bol-
gedir. Genellikle ultrasonda kayma hareketlerinin ya
da ULR’lerin gbrulmesiyle tespit edilir. Akciger nokta-
sI, akcigerin torasik duvarla tekrar temas ettiginin
Uclncl bir igareti olan akciger nabzi gbzlemlenerek
de bulunabilmektedir. Akciger nabzi kayma isaretine
benzemektedir. Bununla birlikte bu nabiz solunumun
yarattigi asagi yukari hareketlerine kiyasla kalp atis-
lariyla birlikte ileri geri hareketleri seklinde olmaktadir
(Lichenstein ve ark., 2000; Volpicelli ve ark., 2012).

Yas Akciger ve Kuru Akciger Konsepti

Yas akciger (ULR’ler, ayni zamanda B gizgileri olarak
da bilinen) ve kuru akciger (kayma hareketi ile A ¢giz-
gileri) konsepti ultrason konusunda uzman olmayan
kisiler tarafindan bile kolayca &grenilebilmektedir.
ULR’ler akciger radyografisindeki Kerley B gizgilerine
(interlobller 6demi goésteren) benzemektedir ayrica
cesitli akciger kosullarinin varligi ile iligkilidir (travma
vakalarinda akciger kontuzyonlarinin varligi ya da
travma disi vakalardaki interstisyel édem sekilleri
gibi) (Lichtenstein ve ark., 2004; Soldati ve ark.,
2011). Kuru akciger konsepti pnédmotoraksin olmadigi
durumlarda kolayca gérilebilmektedir (kayma hare-
keti ile A gizgilerinin gortlmesi).

Veteriner Yatakbasi
Muayenesi (VetBLUE)

Akciger Ultrasonogrofik

VetBLUE, bdlgesel bazda ultrasonografik akciger
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bulgularini cogu veteriner hekimin torasik radyografiyi
yorumlama sekliyle tutarl olarak tasarlanmigtir. Da-
hasi, VetBLUE'nin basitligi dikkat cekicidir, ¢unku
1slak ve kuru akcigerin, ultrason bulgulari agik bir
"timG ya da higbiri" ultrasonografik olgusudur.
(Lichtenstein, 2008; Volpicelli ve ark., 2012). Tedavi-
ye yanitin izlenmesinin yani sira solunum sikintisi
olan hastalarda hizli klinik etki igin avantajli olarak
kullanilabilir (Lichtenstein ve ark., 2008; Soldati ve
ark., 2011; Volpicelli ve ark., 2012). AFAST3 ve
TFAST3'te oldugu gibi, VetBLUE, hasta degerlendir-
mesinin ilk dakikasi boyunca, bakim noktasinda veya
girisimsel prosedirler sirasinda (oksijenizasyon, int-
ravenOz kateter yerlestiriimesi ve intravendz sivilarin
uygulamasi) triyaj tablosunda gercgeklestirilebilir. Uy-
gun bir egitim ile bu tGg¢ muayene siresi ¢ok hizhdir
(Lisciandro ve ark., 2008; Lisciandro, 2011). Travma
hastalarinda pulmoner kontlizyonu destekleyen akci-
der bulgularini tespit edebilmektedir (Lisciandro,
2013).

Travma digi feline astim, kronik obstruktif akciger
hastaligi, akut aspirasyon pnémonisi ve diger pnémo-
nileri, pulmoner tromboembolileri ve neoplazi formla-
rini destekleyen solunum sikintisi ¢eken hastalarin
bdlgesel olarak ortaya ¢cikan akciger lezyonlarini tes-
pit edebilmektedir. ULR sayisini sayarak ve VetBLUE
bolgelerinde (0, 1, 2, 3, 3'ten bulyik) dagihmlarini
kaydederek akciger kontlizyonlarinin derecesini veya
akciger 6demi formlarini yari nicel olarak 6lgebilmek-
tedir. Kardiyojenik ve kardiyojenik olmayan pulmoner
ddem, pulmoner kontizyonlar, pnémoniler, neoplazi-
ler ve granulomatdéz hastaliklar dahil olmak uzere
bircok akciger hastaliklarinda tedaviye yaniti seri
muayeneler ile gorintileyebilmektedir (Lisciandro,
2013).

VetBLUE Uygulamasi

VetBLUE'da kaudodorsal akciger lobu (cdll) bélgesi-
nin goéruntilenmesinden sonra, prob perihilar akciger
lob bolgesine (phll), daha sonra orta akciger lob bdl-
gesine (mdll) ve son olarak da kraniyal akciger lob
bdlgesine (crll) tasinir. Bu sitelerin her biri (phll, mdll,
crll) siyah daireler ile temsil edilir. Nihai crll gorinu-
mdu, axillar ve ikinci ve Uglncl interkostal bosluklara
girmek i¢in 6n bacagi hafifce ileri cekerek elde edilir.
Ayni  tarama karsi hemitoraksta tekrar edilir
(Lisciandro ve ark., 2008; Lisciandro, 2011) (Sekil
6,7).

/ B ™
Sekil 6. A- VetBLUE hasta muayene sistematigi B-

VetBLUE muayene semasi radyografik
(Lisciandro ve ark., 2008; Lisciandro, 2011)
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Vet BLUE Scan
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Negative or j Negative or
|m2nr3ul>3o Qor2or3or>s
T O Negative or Negative or ("
1or2or3or>d 1or2or3or>3

A Left Thorax Right Thorax

Sekil 7. VetBLUE gorintlleme ile akciger muayenesi ve
skorlanmasi (Lisciandro, 2013).

Sonug

Acil veteriner hekimliginde ultrasonografi, gerek non-
invaziv olugu gerekse yogun bakim Unitelerinde bulu-
nan risk altindaki hastalari radyasyona maruz birak-
madan hizl bir sekilde uygulanabilmesiyle énemli bir
yardimci teghis ve tedavi takip aracidir.
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Summary: In the present case, neuronal lipofuscinosis was determined in a three-year-old female hair goat. The sys-
temic necropsy was performed. Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin (HE), periodic acid schiff
stain (PAS), Schmorl’s and long Ziehl-Neelsen (ZN) methods for lipofuscin; Turnbull’s blue method for hemosiderin and
melanin removal method Il for melanin. Unstained deparaffinized sections were examined microscopically for fluores-
cence in transmitted ultraviolet light. In addition, samples of pons and medulla oblongata were collected and processed
for transmission electron microscopy investigations. Macroscopically, the meninges were opaque and the cerebral
hemispheres had firm consistency. Microscopically, pigment granules in varying intensity were observed in the cytop-
lasm of the neurons of the pons and medulla oblongata. Red or yellowish-brown grannules were usually seen in peri-
nuclear localization, and filled all cytoplasm of some neurons. Moreover, meningeal and perineuronal edema, perivas-
cular hemorrhage and neuronal degeneration were prominent histopatologic findings. The granules were positively
stained with PAS, Schmorl’s and long ZN methods, but negatively stained with Turnbull’'s blue method and melanin
removal method Il. Pigments found in all affected neurons were brightly autofluorescent. Electron microscopy also
confirmed that the pigment granules were lipofuscin.

Key words: Neuronal lipofuscinosis, pathology, electron microscopy, goat

Bir Kil Kegisinde Noronal Lipofusinozis

Ozet: Bu olgu raporunda, (g yasli, disi bir kil kegisinde gériilen néronal lipofusinozisin tanimlanmasi amaglandi.
Keginin sistemik nekropsisi yapildiktan sonra alinan doku 6rneklerinin kesitleri; lipofusin pigmenti icin hematoksilen-
eozin (HE), periodic acid-schiff (PAS), Schmorl’s ve long Ziehl-Neelsen (ZN) boyama yontemleri ile; hemosiderin igin
Turnbull blue ve melanin igin melanin removal method Il yontemleri ile boyandiktan sonra isik mikroskobunda deger-
lendirildi. Herhangi bir histokimyasal uygulama gérmemis preparatlar direkt olarak floresan mikroskopta; ayrica pons ve
medulla oblongata’dan alinan doku Ornekleri elektron mikroskopta incelendi. Makroskobik incelemede, meninksler
matlagsmis ve serebral hemisferler hafif sert kivamli idi. Mikroskobik incelemede, pons ve medulla oblongata’da bulun-
an noéronlarin sitoplazmalarinda degisen yogunluklarda kirmizi ya da sari-kahve renkli pigment grandilleri gértldi. Bu
granuller siklikla perintklear yerlesimli olup, bazi néronlarda sitoplazmanin tamamini doldurmustu. Pigment birikimi ile
birlikte meningeal ve perinéronal 6dem, perivaskiiler kanama ve noéron dejenerasyonu belirlendi. PAS, Schmorl’s ve
Long ZN boyama yontemleri ile pozitif; Turnbull blue ve melanin removal method Il boyama ydntemleri ile negatif bo-
yanma 06zelligi gosteren pigment grandllerinin tamami, floresan mikroskoptaki direkt incelemede floresan pozitif yan-
simalar verdi. Elektron mikroskobik incelemede de bu pigment grandllerinin lipofusin pigmenti oldugu dogrulandi.
Anahtar kelimeler: Néronal lipofusinozis, patoloji, elektron mikroskopi, kegi

Introduction and heart (Glees and Hasan, 1976; Cheville, 1983;
Huxtable et al., 1987). It is not destroyed by the cell's
Lipofuscin is primarily composed of cross-linked pro- proteolytic system, nor can it be removed from the
tein residues and is known as age related pigment cell by exocytosis. One of the most important featu-
due to lipid destruction in cell membranes with accu- res of lipofuscin is autofluorescence character in uns-
mulation occurs as a result of long-term and continu- tained sections by fluorescent microscope (Cheville,
ous autoxidation of unsaturated lipid precursors. This 1983). In light microscopic examinations, lipofuscin
pigment shows intralysosomal, perinuclear location pigment shows irregular granular structures in colors
and accumulates in cells and OrganS with h|gh meta- ranging from go|den ye”ow to dark brown in Hema-
bolic activity such as neurons, all muscle types, liver toxylin and eosin (HE) stain (Carson and Hladik,
2009). In ultrastructural studies, it is seen as granules
Gelis Tarihi/Submission Date :10.04.2020 filled with vacuoles and lipid globules (Glees and
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 02.06.2020 Hasan, 1976; Cheville, 1983; Culling et al., 1985).

*This case report was presented as a poster at the “6. National
Congress of Pathology” in Aydin-TURKEY.
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Kegilerde lipofusinozis...

In this case report, neuronal lipofuscinosis was firstly
identified with pathological and electron microscopic
findings in a hair goat (Capra hircus).

Case

A three-year-old, female, hair goat was presented to
pathology laboratory for necropsy. The systemic ne-
cropsy of animal was performed. Tissue samples
taken after necropsy were fixed in 10% buffered for-
malin, processed routinely and embedded in paraffin
wax. Sections were cut at 5-6 um thickness and stai-
ned with hematoxylin and eosin (HE). The selected
sections were stained by the periodic acid schiff stain
(PAS), Schmorl’s, Oil Red O, Sudan Black B and
long Ziehl-Neelsen (ZN) methods for lipofuscin; Turn-
bull's blue method for hemosiderin and melanin re-
moval method Il for melanin (Luna, 1968; Culling et
al., 1985; Carson and Hladik, 2009). Unstained depa-
raffinized sections were examined microscopically for
fluorescence in transmitted ultraviolet light (Olympus
U-LH100-3). Samples of pons and medulla oblongata
taken in 1 mm also collected and processed for trans-
mission electron microscopy investigations. These
tissue samples were fixed for 48 hours in a mixture of
5% gluteraldehyde and paraformaldehyde buffered
with cacodilate. Then, it was washed with 1% M ca-
codilate buffer (pH 7.4) and post-fixed in 2% osmium
tetraoxide. After being dehydrated in graded alcohols
and passed through propylene oxide, it was blocked
with Epon 812. Thin sections were stained with tolui-
dine blue, and the areas selected from these sections
were examined with Carl-Zeiss Em 9 S electron
microscope after staining with uranyl acetate and
lead citrate (Culling et al., 1985).

In the anamnesis, it was reported that the animal had
difficulty in walking, and sometimes it could not dis-
place. In addition, it was stated that tremors and con-
vulsions, which started mildly, continued increasingly
after a while. Macroscopically, the goat was in poor
condition. The meninges were opaque and the cereb-
ral hemispheres had firm consistency. No macrosco-
pic findings were found in the visceral organs. How-
ever, it was noticed that tissues had a gelatinous
appearance. In the histopathological examination, the
light pink pigment granules in varying intensity and 2-
10 ym in size were observed in the cytoplasm of all
neurons of pons and medulla oblongata (Figure 1A).
These pigment granules were usually located perinu-
clearly, and they filled the entire cytoplasm in some
neurons. Meningeal and perineuronal edema, peri-
vascular hemorrhage and neuronal degeneration
were prominent histopathologic findings together with
pigment accumulation.

The pigment granules were stained positively with
PAS (Figure 1B), Oil Red O, Sudan Black B,
Schmorl’s and long ZN staining methods, while they
were negatively stained with Turnbull’'s blue method
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and melanin removal method Il. All of the pigment
granules which showed negative staining with other
staining methods gave fluorescent positive reflections
in direct examination under fluorescent microscope
(Figure 1C). In the electron microscopic examination,
pigment granules were localized in the pericarial cy-
toplasm of neurons and seen as irregularly shaped
electron-dense structures ranging in size from 0.5 to
2.5 ym. Some of these structures were in the form of
lobules or lamellae containing various sized vacu-
oles, while some of them were in the thin granular
form surrounded by a membrane (Figure 1D).
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Figure 1. Neuronal lipofuscinosis. A. Light pink pig-
ment granules in the cytoplasm of neurons (arrows),
pons, H&E, Bar = 30 um B. Pigment granules in the
cytoplasm of neurons, pons (arrows), PAS, Bar = 30
um C. Fluorescent positive reflections under fluores-
cent microscope (arrows), Bar = 30 ym D. Electron-
dense lipofuscin granules (arrow), electron micro-
scope Ax 16000, Bx20000

Discussion and Conclusion

Lipofuscin pigment accumulates in different post mi-
totic cells like neurons and causes some neurologic
disorders due to cellular dysfunction and degenera-
tion (Baghban et al., 2013). Although neuronal lipo-
fuscinosis has been identified in many animal species
such as horses, cattle, cats and sheep (Huxtable et
al., 1987; Jolly et al., 2002; Birincioglu et al., 2005;
Baghban et al., 2013), no literature information has
been available regarding the occurrence in hair go-
ats. Here, we report, to the best of our knowledge,
the first case of neuronal lipofuscinosis in a hair goat.

Congenital enzyme deficiencies, toxicities, severe
nutritional disorders, vitamin E deficiency, starvation
due to cancer or radiation therapy and aging can be
considered as the causes of accumulation of lipofus-
cin pigment (Huxtable et al., 1987; Birincioglu et al.,
2005; Wohlsein et al., 2013). In this presented case,
it was thought that it may be related to both age of
the animal and the long-term nutritional disorder in
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relation to the cause of the lipofuscin pigment defined
only in the central nervous system. The anamnesis
and gelatinous changes observed in the adipose tis-
sue of other organs were supported this view.

Neuronal seroid lipofuscinosis should be considered
in the differential diagnosis of neuronal lipofuscinosis.
It is reported that histochemical stainings and elect-
ron microscopic examinations are the most common
methods for distinguishing these two pigments
(Culling et al., 1985; Nardocci and Cardona, 1998;
Tammen et al., 2001; Jolly et al., 2002). Although
lipofuscin pigment shows positive staining with PAS,
Schmorl's, Oil Red O, Sudan Black B, Long ZN stai-
ning methods; seroid lipofuscin pigment shows nega-
tive staining with Schmorl's staining method (Culling
et al., 1985; Carson and Hladik, 2009; Birincioglu et
al.,, 2012). In this report, the pigment granules were
stained positively with PAS, Oil Red O, Sudan Black
B, Schmorl’s and long ZN staining methods. Even
though electron microscopic examinations show the
characteristic “fingerprint” lamellar structure in the
lysosomes for seroid-lipofuscin pigment (Nardocci
and Cardona, 1998), in this case, the pigment was
seen in a vacuolar and lobular structure for lipofuscin
pigment as reported in the literature (Glees and Ha-
san, 1976; Jolly et al., 1995). Moreover, negative
staining was seen with Turnbull’'s blue method for
hemosiderin and melanin removal method Il for mela-
nin.

Lipofuscin pigment accumulates cytoplasmically in
cells of many organs and tissues such as central
nervous system, liver, heart, kidney and intestines.
This accumulation has been reported to be a yellow-
brown color by many researchers in HE staining
(Culling et al., 1985; Huxtable et al., 1987; Jolly et al.,
2002; Birincioglu et al., 2005; Carson and Hladik,
2009). In a case report, this pigment is stained slight
eosinophilic and pale in HE method (Baghban et al.,
2013). In this case, the pigment granules were stai-
ned strongly eosinophilic. This was thought to be
related to the density of metals such as iron, copper,
zinc, manganese and calcium bound to iron-binding
proteins in the structure of the lipofuscin pigment
(Jung et al., 2007).

In conclusion, in this case report, neuronal lipofusci-
nosis was identified with pathological and electron
microscopic findings in a three-year-old hair goat.
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Nadir Bir Olgu Sunumu: Bir Van Kedisinde Prolapsus Uteri
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Ozet: Ug yasinda, 2.7 kg agirliginda, ilk dogumunu yapan, canli ilk yavrusunu evde dogurduktan 8 saat sonra vulva
dudaklari arasindan disari gelen yaklasik 2 cm eninde 4 cm uzunlugunda koyu kahverengi tonlarinda bir kitlesi olan
Van kedisi Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Egitim Arastirma ve Uygulama Hastanesine getirildi. Kedinin klinik
muayenesi yapildi ve prolapsus uteri tanisi konuldu. Kedinin kan kalsiyum degerinin diisik oldugu (6.6 mg/dl) ve bu-
nun uterus atonisi olusturarak prolapsus uteriye sebep olabilecedi dederlendirildi. Transabdominal ultrasonografi mua-
yenesinde, prolabe olmayan kornu uteride kalp atimlari olan iki yavru goruldi. Prolabe olan sad kornu uterinin 6demi
azaltildiktan sonra vajina bosluguna ret edildi. Daha sonra kedi gaz anestezisi altinda operasyona alindi. Oncelikle sol
kornu uteriye yapilan kesiyle biri canli digeri 6li (6lim muhtemelen operasyon sirecinde oldu) olan yavrular alindi.
Daha sonra prolabe olan sag kornu uteri ucundan nazikge gekilerek eversiyonu dizeltildi. Miteakiben ovariohisterekto-
mi operasyonu yapildi. 10 giin sonra hayvan sahibi aranarak, anne ile yavrularinin saglikh oldugu 6grenildi. Canli bir
yavru dogurduktan sonra bir kornu uterisi prolabe ve dider kornu uterisi normal (icerisinde canli iki yavru olan) konum-
da olan bir Van kedisi gli¢ dogum vakasi klinigimizde ilk defa gérilmustr.

Anahtar kelimeler: Canli yavru, gi¢ dogum, prolapsus uteri, van kedisi

A Rare Case Report: Uterine Prolapse in a Van Cat

Summary: A 3-year old primipara Van cat weighing 2.7 kg, which had given a live fetus birth eight hours at home be-
fore being brought to our clinic at Erciyes University, Faculty of Veterinary Science, Education, Research and Practice
Hospital, with a dark brown mass of about 2 cm width and 4 cm in length coming out of the vulva lips. The cat was
examined clinically and diagnosed as uterine prolapse. It was evaluated that the cat's blood calcium level was low (6.6
mg/dl), probably causing uterine atony and uterine prolapse. In transabdominal ultrasonography examination, two pups
with heart beats in the left corn uterus without prolapse were seen. After edema was reduced on the prolapsed right
corn uterine, it was rejected into the vagina cavity. Immediately later, the cat was operated on under gas anesthesia.
First of all, the offspring, one alive and the other dead (probably died during operation) were taken with the left corn
incision. Then the eversion was corrected by pulling the prolapsed right corn uterus tip gently. Subsequently, an ovario-
hysterectomy operation was performed. After 10 days, the animal owner was called and it was learned that the mother
and her offspring were healthy. After giving birth to a live fetus, the Van cat dystocia case with a corn uterine prolapse
and the other corn uterine in the normal position (two live kittens inside) was seen in our clinic for the first time.

Key words: Dystocia, live kitten, uterine prolapse, van cat

Girig te siddetli tkinma, pelvik kaslarin asiri gevsemesi,
uterus atonisi, ¢ogul gebelikler, Ostrojen fazlahgi,
kalitsal yatkinlik, uterus travmasi, yavru zarlarinin
atilamamasi ve ovaryumu asan ligamentlerin gevsek
olmasi kedilerde prolapsus uterinin sebepleri arasin-
da yer alir (Jutkowitz, 2005; No6thling ve ark., 2002;
Ozyurtlu ve Kaya, 2005; Sabuncu ve ark., 2017; Yil-
diz ve Akar, 2013).

Prolapsus uteri evcil kedilerde nadir gortilen bir olgu-
dur (Deroy ve ark., 2015; Macintare, 1994; Yildiz ve
Akar, 2013). Kornulardan birinin veya her ikisinin
birlikte prolabe oldugu (Biddle ve Macintare, 2000;
Macintare, 1994; U¢mak ve ark., 2018), hem primipar
hem de multipar kedilerde gorildigi (Nothling ve
ark., 2002), normal dogum esnasinda, abort sonra-

sinda (Macintare, 1994) veya dogumdan sonraki 48 Anamnez ve klinik muayenede, uterusun vulva du-

saat icerisinde, uzayan dogum sirecinde (N6thling ve
ark., 2002; Sabuncu ve ark., 2017), genellikle servik-
sin dilate oldugu zaman sekillendigi bildirilmigstir
(Biddle ve Macintare, 2000; Jutkowitz 2005; Sabuncu
ve ark., 2017). Sebebi tam olarak bilinmemekle birlik-

Gelig Tarihi/Submission Date :14.05.2020
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 24.08.2020

daklari arasindan disariya sarkmig vaziyette gorl-
mesi kesin teshis igin yeterlidir (Nelissen, 2016). Pro-
lapsus sonrasi 6-48 saat igerisinde istahsizlik, dep-
resyon ve sok belirtileri gorilebilir. Takibinde idrar
yapma gugligu, ikinma, agri, boélgesel dolasimda
bozulma ve enfeksiyon olusabilir. Kitle Gizerinde yavru
zarlar ve diski atiklari bulunabilir (Yildiz ve Akar,
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2013). Vagina, uterus ve uretra timorleri, retensiyo
sekundinarum ve prolapsus vagina ile karistinimama-
lidir (Nelissen, 2016).

Prolabe olan uterus dokusu farkli diizeylerde hemo-
rajik, konjestiv, édematdz, Ulseratif hatta nekrotik
olabilir (Biddle ve Macintare, 2000; Deroy ve ark.,

Tablo 1. Kedinin bazi biyokimyasal degerleri

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2021; 18(1): 65-68

Prolabe dokuda hiperemi, 6dem ve mukozada yer yer
eroziv ve Ulseratif alanlar gorildi. Kedinin genel du-
rumu iyi, vicut sicakhgi, solunum ve nabiz sayilari
normal sinirlar icerisindeydi. Kan biyokimyasal para-
metreleri icinde kreatin, kalsiyum ve total protein de-
gerleri biraz dusukti (Tablo 1).

Parametreler

Olgiilen deger

Referans aralik

BUN 28.0 mg/dl
CRE 0.6 mg/dl
ALP 32U/
GPT 30 U/
Ca 6.6 mg/di
GLU 103 mg/dl
TP 4.0 g/di

17.6-32.8
0.8-1.8
9-53
22-84
8.8-11.9
71-148
5.7-7.8

2015; Jutkowitz 2005; Nelissen, 2016; Sabuncu ve
ark., 2017). Uterus rupturu, uterus enfeksiyonu, da-
marlarin yirtilmasi ve kanama ile komplike olabilir.
Siddetli vakalarda, hayvanda sok veya toksemi tablo-
su gorulebilir (Nelissen, 2016).

Olgunun karakteristigine gore farkli tedavi yontemleri
izlenmelidir. Bunlar prolabe dokunun elle reddi, lapa-
rotomi ile dokunun dizeltiimesi, ovaryohisterektomi
(Biddle ve Macintare, 2000) ve prolabe dokunun am-
putasyonudur (Jutkowitz, 2005).

Olgu

Bu olgunun materyalini, Erciyes Universitesi Veteri-
ner Fakultesi Egitim Arastirma ve Uygulama Hasta-
nesine getirilen 3 yasinda, 2,7 kg agirhginda, primi-
par bir Van kedisi olusturdu. Saglikli canh bir yavru
dodumu gerceklestiren kedi, 8 saat sonra perineal
bdlgesinde anormal bir kitle gérilmesi Uzerine hay-
van sahibi tarafindan hastanemize getirildi.

Yapilan klinik muayenede tek tarafli kismi prolapsus
uteri teshisi konuldu (Sekil 1).

A\ .
Sekil 1. Kedinin unilateral prolapsus uteri gortinttistu
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Doguma bagli abdominal ikinmalarin sekillenmedigi
g6zlendi. Ultrasonografi muayenesinde karin boslugu
icinde yer alan kornu uteride kalp atimi olan 2 yavru
gorildu. Prolabe uterus dokusu hafif antiseptikli su ile
temizlendi, % 30’luk dekstroz soliisyonu ve soguk
kompresle uterusun 6demi azaltildiktan sonra vajina
bosluguna reddi saglandi. Takiben sezaryen operas-
yonu yapildi. Anestezi siresince kalp atim hizinda,
izotonik NaCl damar igi yolla verildi. Kedinin anestezi-
sinde; baslangigta atropin silfat (Vetas Atropin %0.2,
Vetas) 30 pg/kg deri alti, medetomidin (Domitor®,
Zoetis) 80 pg/ kg kas igi, takiben sevofluran
(Sevorane® %100, AbbVie) %3 inhalasyon seklinde
kullanildi. Sol fossa paralumbalis bélgesinden yapilan
ensizyonla 6nce yavrularin bulundugu sol kornu uteri
digari alindi, kesiden yavrular alindi ve sad kornu
uterinin eversiyonu goruldi (Sekil 2).

Sekil 2. Laparotomide sol kornu kesisinden yavrula-
rin alinmasi ve bifurkasyo bdlgesinde sag kornu ute-
rinin eversiyon gortntisa

Uterustan alinan yavrulardan birinin canli, digerinin
ise olu oldugu belirlendi. Vajina boslugunda bulunan
prolabe uterus, karin boslugundaki kornunun ug kis-
mindan nazikge ¢ekilerek normal konumuna getirildi.
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Eversiyonu duzeltilen sagd kornu uterinin bifurkasyo
bolgesine yakin olan 1/3’lik kismi oldugu gdzlendi
(Sekil 3). Ardindan rutin ovaryohisterektomi prosedu-

Sekil 3. Eversiyonu dizeltilen sag kornu uteri
(hemostatik pens uglari arasi) goriintlist

ri uygulandi. Postoperatif atimapezole (Antisedan®,
Zoetis) 200 pg/ kg kas igi ve amoksisilin+klavulanik
asit (Synulox, Zoetis) 8.75 mg/kg dozda 5 giin slrey-
le giinde 1 defa uygulandi. Kedi canli 2 yavrusu ile
birlikte hastanemizden taburcu edildi. Bu olgu, Van
kedisinde prolapsus uteri ile seyir eden bir ilk gug¢
dodum vakasidir.

Tartisma ve Sonug

Prolapsus uteri genellikle dogum sonrasi ilk 48 saat
icerisinde olugsmaktadir (Kutzler, 2018; Sabuncu ve
ark., 2017; Valentine ve ark., 2016). Sabuncu ve ark.
(2017), bir kedide dogumdan 72 saat sonra sekillen-
digini bildirmistir. Gebe olmayan bir kedide ise diffuz,
polipoid, fibréz perimetritis ve parametritis ile iligkili
olarak sekillendigi de bildirilmistir (Valentine ve ark.,
2016). Prolapsus uteri genellikle kismi veya tam ever-
siyon seklinde gorilebilir. Fakat uterusta eversiyon
olmaksizin servikal bdlgede sekillenen bir yirtiktan
uterusun prolabe oldugu da bildiriimistir (Bigliardi ve
ark., 2014). i¢ organlarin (bagirsak, idrar kesesi) ute-
rus igerisine inkarsere olmasi s6z konusu olabilir
(Jarolmasjed, 2017).

Prolabe doku igerisinde abdominal organlarin olup
olmadigini kontrol etmek icin palpasyon ve ultraso-
nografi yapiimaldir. Abdominal ultrasonografiyle idrar
kesesi, bagirsaklarin pozisyonu ve bagka yavrularin
olup-olmadigini belirlemek dnemlidir. Prognoz; vaka-
nin lzerinden gegcen zamana, tedavinin dogru planla-
masina ve komplikasyonlarin erken fark edilmesine
baglidir (Deroy ve ark., 2015).

Prolabe dokunun vagina icerisinde oldugu kismi pro-
lapsus olgularinda parmak palpasyonu ve vaginosko-
pi ile teshis konulabilir. Hayvanin huzursuzlugu, vagi-
nal akinti, Ikinmanin siddeti ve sikhgi, gegmis dogu-
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muna iliskin anamnez bilgileri iyi degerlendirilmelidir
(Nelissen, 2016).

Tedavinin amaci uterusu normal pozisyonuna getir-
mektir. Bunun uygulanmasi prolapsusun siddeti ve
kroniklesmesi, uterus dokusunun vaziyeti ve hastanin
genel durumuna baglidir. Tedavi surecinde prolabe
doku temizlenmeli ve korunmalidir (Jutkowitz, 2005;
Kutzler, 2018). Sok veya toksemi varliginda uterusa
girisim yapmadan o6nce mutlaka hayvanin durumu
stabil hale getirilmelidir (Nelissen, 2016).

Prolabe dokuda siddetli bir yaralanma veya nekroz
yoksa dokunun reddi endikedir. BOyle bir girisim icgin
anestezi veya epidural analjeziye ihtiya¢c vardir
(Biddle ve Macintare, 2000). Ancak hayvanin genel
durumu iyi olmalidir ve uterusta bagka bir yavrunun
olmadigi tespit edilmelidir (Jutkowitz, 2005). Doku
tamamiyla hafif antiseptikli sollisyonlarla temizlenme-
lidir. Odem varsa dokunun kiigiltiilmesi icin % 50
dekstroz gibi hipertonik sollisyonlar kullanilabilir ve
ret islemi Oncesi uterus iyice kayganlastirnimalidir
(Biddle ve Macintare, 2000). Hipertonik sollisyonlarin
faydasinin sinirl oldugu da bildiriimektedir. Dokunun
eski konumuna getirilmesi icin steril svab gibi silindirik
araglar kullanilabilir (Kutzler, 2018). Uterusun reddine
kolaylik saglamak icin episyotomi operasyonu gere-
kebilir. Bu midahaleler nedeniyle sistemik antibiyotik
kullanilmalidir (Jutkowitz, 2005; Kutzler, 2018). Ute-
rusun vulva-vagina yoluyla ret edilmesi mumkin de-
gilse laparatomi yapilarak duzeltiimesi digsindlebilir
(Biddle ve Macintare, 2000; Kutzler, 2018; Macintare,
1994). Laparotomiyle uterus eversiyonun tam dizel-
tilmesinin ardindan genelde niks sekillenmez
(Macintare, 1994), ancak tedbiren niikst 6nlemek igin
uterus ventrolateral karin duvarina sabitlenebilir
(Jutkowitz, 2005) ve 5-10 IU oksitosin kas igi kullani-
labilir (Macintare, 1994). Prolapsusun sliresine bagh
olarak doku isemik veya nekrotik ise ovaryohisterek-
tomi endikedir. Uterus veya ovaryum arterinde kana-
ma ile komplike bir durum varsa stabilizasyonun sag-
lamak icin sivi sagaltimi, kan nakli ve oksitosin yapi-
lir. Bu uygulamalarla, kanama kontrol altina alina-
mazsa ovaryohisterektomi yapilmalidir (Biddle ve
Macintare, 2000; Jutkowitz, 2005; Macintare, 1994).
Prolabe uterus dokusundaki ciddi 6dem, siskinlik,
nekroz nedeniyle doku elle ret edilemez veya lapara-
tomi ile normal anatomik pozisyonuna getiriimezse,
uretra kateterize edilerek prolabe dokunun ampute
edilmesi sonrasinda geriye kalan uterus ve ovaryum-
lar da cerrahi olarak uzaklastirilir (Jutkowitz, 2005;
Macintare, 1994).

Kedilerde prolapsus uteri nadiren goérilmekle birlikte
prognoz agisindan acil mudahalesi gereken bir du-
rumdur. Olasi komplikasyonlar g6z énunde bulundu-
rularak, kapsamli muayeneler neticesinde tedavi pro-
tokolli hizlica planlanmali ve vakit kaybetmeden uy-
gulanmalidir. Sonug olarak; vakamizda kismen pro-
labe olan uterus basarili bir sekilde vajina bogluguna
ret edildi. Operasyonla iki yavru alindiktan sonra
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ovaryohisterektomi prosedirt uygulanarak tamam-
lanmigtir. Canli bir yavruyu dogurduktan 8 saat sonra
kismi prolapsus uteri ile komplike olmus bir Van kedi-
si glic dogum vakasi klinigimizde ilk defa gorilmus-
tar.
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Sayin Editér,
Yayinlanmasi dilegiyle Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi’ne génderdigimiz makalenin yazarlari olarak;

Derginizde yayimlanmak tizere yollamis oldugumuz makalenin orijinal oldugunu; bilimsel ve etik sorumlulugunun bize ait
oldugunu,

2-  Makalenin; daha 6nce yayimlanmadigini, derginizdeki degerlendirme siirecinde baska bir yayin organina yayimlanmak lizere
gonderilmedigini ve génderilmeyecegini,
3-  Makalenin; kisilik ve telif haklarina aykiri kanun disi maddeler icermedigini,
4-  Gerekli goriilen diizeltmelerle birlikte her tiirli yayin hakkini, yazinin yayimlandig) giinden itibaren Erciyes Universitesi
Veteriner Fakdiltesi Dergisi’ne ait oldugunu kabul ve beyan ederiz.
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The manuscript has not been previously published, being considered for publication by any other journal and will not be
submitted to any other journal for such review while under evaluation by this bulletin,

The manuscript contains no unlawful statements and does not contain any materials that violate any personal or proprietary
rights.

The Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University reserves all rights with due corrections from the date it has
been published onwards.
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SON KONTROL LISTESI

Makalenizi géndermeden 6nce litfen bu bélimdeki maddelerle karsilastirma yapiniz ve eksiklikleri

gideriniz.

Eksiksiz doldurulmus ve butlin yazarlarca imzalanmis “Telif Hakki Devri Formu”
(http://ercvet.gmail.com adresinden ulasabilirsiniz) makale ile birlikte génderildi.

Metnin tamamu ¢ift aralikli (5 mm) yazildi (Ozetler, tablolar, sekil alt yazilari, kaynaklar v.d. dahil).
Her bir kenarda 2,5 cm bosluk birakildi.

Yazilar 10 punto (Arial) ile yazildi.

Satir numaralari verildi.

Kapak sayfasinda, makalenin basligi (sadece yazim dilindeki) koyu (bold) yazildi, kisa baglik
eklendi.

Kapak sayfasinda, yazar isimleri agik olarak yazildi (kisaltma yok).
Kapak sayfasina dipnot (varsa) eklendi.

Turkge baslk yazildi.

Tarkce 6zet yazildi.

Turkge anahtar kelimeler (alfabetik sirali ve ilk kelimenin ilk harfi blyuk digerleri kiigik harfle
yazildi) verildi.

ingilizce baslk yazildi.

ingilizce 6zet yazild.

ingilizce anahtar kelimeler verildi.

Sekillerin orijinal halleri eklendi.

Metin icinde sekiller ardisik numaralandi.

Sekil boyutlar min.=8x20; max.=16x20 cm.
Metin iginde tablolar ardigik numaralandi.
Tablo boyutlari min.=8x20 cm; max.=16x20 cm.
Sekil ve tablolarin metin iginde gelmesi istenilen yer belirtildi.
Sekiller listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her sekil ayri sayfaya yerlestirildi.

Tablolar listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her tablo ayri sayfaya yerlestirildi.

Kaynaklar yazim kurallarina uygun yazildi.

Yazisma adresi verildi.



FINAL CHECKLIST

Before you submit your work, please take the time to be certain that your paper (and other writings

as applicable) is in the correct format and that you have included everything necessary by checking it

against this checklist.

|

Ooooooooooooobooodooooooo oo o

Copyright Release Form has been enclosed, completed and signed by all authors
(http://ercvet.gmail.com).

Entire paper has been 5 mm double-spaced (abstract, tables, captions/legends, references).
Margins have been 2,5 cm each side.
Font size has been 10 pt (Arial).

Lines have been numbered.

Title of the manuscript has been written bold and short title added on the cover page.
Author(s) names have been fully written (not abbreviated) on the cover page.

Footnote has been given on the cover page (if necessary)

English title has been given.

English summary has been given.

English keywords have been given alphabetically.

Turkish title has been given.

Turkish summary has been given.

Turkish keywords have been given alphabetically.

Orijinal figures have been enclosed.

Orijinal figures have been prepared correctly according to instructions.
Figures have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of figures have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Tables have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of tables have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Figures and tables have been stated requiring put on the manuscript.
Names of figures have been given on a separate page as figure list.
Each figure has been given on a separate page.

Names of tables have been given in a separate page as table list.
Each table has been given on a separate page.

References has been typed according to instructions.

Corresponding address has been given.
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