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KOYUNLARDA PHLORIZININ SERUM LiPiD PROFILI
VE OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSI
[Iknur KARACA BEKDIK
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner I¢ Hastahklar1 Anabilim Dah Doktora Tezi, Mayis 2013
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Ali Cesur ONMAZ

OZET
Bu calismanin amaci1 koyunlarda phlorizin uygulamasinin serum lipit profili ve oksidatif stres

indikatorleri tizerine etkinligini arastirmakti. Calismada 10 adet laktasyonda ve gebe olmayan koyun
kullanildi. Phlorizin 100 mg/kg dozunda her hayvana derialt1 yolla enjekte edildi. Caligma 6ncesi ve
sonrasinda hayvanlarin canli agirliklart (CA) ve sirt yag kalinhigr (SYK) olgiildii. Calismadan
onceki (0. saat) ve sonraki 12, 24, 48, 72 ve 120. saatlerde alinan kan 6rneklerinde hematolojik ve
lipit profilini iceren biyokimyasal parametreler ile oksidatif stres indikatorleri analiz edildi. Ayni
saatlerde idrar ornekleri de analiz edildi. Histopatolojik muayene i¢in, ¢alisma Oncesi ve sonrasinda
iki adet koyundan karaciger biopsi Ornegi alindi. Calisma sonucunda, phlorizinin ortalama canli
agirlik, sirt yagi kalinligi, total 16kosit (WBC), insiilin, glikoz, kan iire nitrojen (BUN), kreatinin,
trigliserit (TG), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH), total oksidatif seviye (TOS) ve
oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerini onemli 6l¢iide azalttig1r (p<0.05) ve ortalama trombosit
(PLT), hemoglobin (Hgb), esterlesmemis yag asitleri (NEFA) degerlerini ise 6nemli oranda artirdigi
belirlendi (p<0.05). Idrar orneklerinde proteiniiri ve glikoziiri tespit edildi. Histopatolojik
muayenede, phlorizin uygulamasindan sonra alinan biyopsi Orneklerinde hepatositlerin
stoplazmalarindaki yag vakuollerinin sayisinda azalma goriildii. Sonucta, bu calisma koyunlarda

phlorizinin antihiperglisemik, antioksidant ve antihiperlipidemik olarak onerilebilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Koyun, phlorizin, lipid profili, oksidatif stres



THE EFFECTS OF PHLORIZIN ON SERUM LIPID PROFILE
AND OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN SHEEP
Ilknur KARACA BEKDIK
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Internal Medicine
Phd Thesis, May 2013
Supervisor: Assistand Prof. Ali Cesur ONMAZ

ABSTRACT
The aim of this study was analyzed the effect of phlorizin application on the serum lipid profile and

the oxidative stress indicators in sheep. Ten non-lactating and non-pregnant sheep were used in this
study. Phlorizin was subcutaneously injected at a dosage of 100 mg/kg to each animal. Body weight
(BW) and subcutaneous fat thickness (SFT) were measured at the beginning and at the end of the
study. Hematological, biochemical parameters including lipid profile and oxidative stress indicators
were analyzed in blood samples obtained before (0. hour) and 12, 24, 48, 72 and 120. hours after
the study. Urine samples were analyzed at the same time intervals. Liver biopsy materials were
obtained before-and after study for histopathological examinations. Results indicates that phlorizin
significantly decreased mean BW, SFT, total leukocyte (WBC), insulin, glucose, blood urea
nitrogen (BUN), creatinin, triglyceride (TG), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase
(LDH), total oxidative status (TOS) and oxidative stress index (OSI) values (p<0.05), whereas
phlorizin significantly increased mean platelets (PLT), hemoglobin (Hgb) and non-esterified fatty
acids (NEFA) values (p<0.05). Proteinuria and glycosuria were determined in urine samples.
Histopathological examinations revealed a progressive decrease in cytoplasmic lipid vacuoles of
hepatocytes after phlorizin administration. This study suggests that phlorizin could be purposed as
an antihyperglycemic, antioxidant and antihyperlipidemic agents in sheep.

Key words: Sheep, phlorizin, lipid profile, oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Phlorizin elma agacinin kok kabuklarinda, siirgiinlerinde ve yapraklarinda bulunan aci tada sahip
fenolik bir glikozit (1) olup ates diisiiriicii 6zelliginden dolay1 sitma gibi bir¢ok atesli ve enfeksiyoz
hastaligin tedavisinde denenmis ve hastaliklarin tedavisinde yararli oldugu kabul edilmistir (2).
Phlorizin daha o©nceden insanlarda bobrek fonksiyon calismalarinda siklikla kullanilmis ve

glikoziiriye sebep oldugu bildirilmistir (3,4).

Phlorizin bir¢cok aragtirmaci tarafindan sigirlarda (5), koyunlarda (6) ve ratlarda (7,8) renal ve
intestinal glikoz reabsorbsiyonunu engellemek amaciyla kullanilmistir. Koyun ve kegilerle yapilan
caligmalarda; phlorizin enjeksiyonundan sonra hiypoglisemi, glikoziiri, ketonemi meydana geldigi
ve serbest yag asiti miktarinda artislarin oldugu rapor edilmistir (6). Bu 06zelliklerinden dolay1
tilkemizde de koyunlara phlorizin verilerek deneysel ¢alismalar yapilmis ve phlorizin uygulamasinin
yaninda a¢ birakilan koyunlarda ketozis olusturulabilecegi bildirilmistir (9,10). Ayrica bir¢ok
arastirmaci tarafindan phlorizinin oksidatif denge {izerinde olumlu etkilere yol actig1, antioksidan ve
siiperoksit anyonlarim1 (11), singlet oksijeni (12), lipit peroksit radikallerini (13), temizleyici ve
metal iyonlarin1 baglayici (14) 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Buna ilaveten phlorizinin, 17-
B estradiol’den daha giiclii bir lipit peroksidasyon inhibitorii oldugu da bildirilmistir (15). Tip 1 ve
tip 2 diyabetli rodentlerde yapilan calismalarda, deri alt1 uygulanan phlorizinin idrarla glikoz
atilimim artirarak ve glikozun bobreklerden geri emilimini engelleyerek hiperglisemiyi diizelttigi
belirtilmistir (16,17). Ayrica tip 1 diyabetli hastalarda, phlorizinin par¢alanmasi sonucunda olusan
ploritinin, bagirsaklardan, glikoz, yag asitleri ve gliserol’iin emilimini azaltmasi sonucunda;
glisemik diizeyi dengeledigi, trigliserit (TG) ve diisiilk dansiteli lipoprotein (LDL) seviyelerini
normal diizeyde tuttugu ya da biraz diistirdiigii, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) seviyelerini ise

hafif artirdig1 gozlemlenmistir (18).

Ratlarda ve insanlarda phlorizin kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarda, antihiperglisemik ve
antioksidant etkileri bilinmesine ragmen, koyun gibi gevis getiren hayvan tiirlerinde s6z konusu bu
etkileri bilinmemekte olup, aynm1 zamanda karaciger yaglanmasiyla sonuglanabilecek Onemli
hastaliklardaki lipit profili tizerindeki antihiperlipidemik rolii de heniiz ortaya konmamustir. Bu

nedenle bu ¢alismada phlorizinin koyunlarda;

1.  Hematolojik parametreler [total 16kosit (WBC), eritrosit (RBC), hemoglobin (Hgb),
hematoktit (Hct), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobin (MCH),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), eritrosit dagilim genisligi (RDW),
trombosit (PLT), ortalama trombosit hacmi (MPV), trombosit dagilim genisligi (PDW),
platekrit (PCT)],



4.
3.

Serum lipit profili [trigliserit, toplam kolesterol, esterlesmis yag asitleri (NEFA), yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)], keton cisimleri [beta
hidroksibutirik asit (BHB), asetoasetik asit (AcAc)] ile birlikte diger kimyasal parametreler
[glikoz, albumin, kan iire nitrojen (BUN), kreatinin, aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), gama glutamil transferaz (GGT), laktat
dehidrogenaz (LDH), trigliserit (TG), total protein (TP), amilaz, lipaz],

Oksidatif Stres Parametreleri [total antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS) ve
oksidatif stres indeksi] iizerinde etkinliginin arastirilmast,

Yaglanma (karaciger, deri alt1 yag dokusu) ya da obezite iizerine etkisi,

Insiilin hormonu iizerindeki etkilerinin tespit edilmesi amaclandi.

Ayrica bu calismadan elde edilen veriler 1s181nda lipit ve glikoz metabolizmasini ilgilendiren ileri

calismalara literatiir bilgisi saglanmas1 da amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. PHLORIZIN

Philorizin elma agacinin kok kabuklarinda, siirgiinlerinde ve yapraklarinda bulunan baglica fenolik
glikozittir (1). Fransiz kimyagerler phlorizini 1835'de elma agacinin kabugundan izole etmislerdir
(19). Aym1 zamanda, floretin glikozitler Avustralya yerli saparna (Smilax glyciphylla) yapraklar
(20), tath cay (Lithocarpus polystachyus) (21) ve ¢ok diisiik seviyede cilek meyvesinde (22) de

bulunmaktadir.

Deneysel kanitlar phlorizinin elma agacinin fizyolojisinde bir dizi rolii oldugunu gostermektedir.
Bunlar elma agacinin biiyiime ve gelismesinin diizenlenmesinde rol oynamak (23-25) ve
antibakteriyel (26) ve antifungal (phytoalexin) 6zellik gostermek (27,28) gibi 6nemli etkilerdir.
Elma suyu ve sarabinin renginin biiyiik bir oranin1 dogal olarak agiga ¢ikan phlorizinin dimerize
oksidan iiriinii olusturmaktadir (15). Yiiksek performansh likit kromatografi kullanilarak elma suyu
(29) ve elma meyvesinin (30) igerdigi phlorizin miktar1 belirlenmistir. Elma kabugu 12-418 mg/kg
phlorizin igerirken elma posasi 4-20mg/kg phlorizin igerir. Phlorizin, enaz Golden Delicious cinsi
elmalarda bulunurken en fazla Reineta Green cinsi elmalarda bulunur. Bu ¢alismalar phlorizinin
insan diyetinin dogal bir bileseni oldugunu gostermektedir (31). S6giit ve kina kina agaclarinin
ekstraktlarinin antipiretik ozellikte olmas1 ve florizinin de aci tadi nedeniyle bunlara benzemesi
florizinin de bunlar gibi sitmanin tedavisinde kullanilmasina neden olmustur (2). Phlorizinin 1.0
g’dan daha yiiksek dozlarda glikoziiriye neden oldugu ifadesi Merck’in 1886 yili baskisinda von

Mering tarafindan yapilan bir gozlem olarak yer almigtir (32).
2.2. PHLORIZININ KIMYASAL YAPISI

Dihidrokalkon kimyasal sinifina ait olan phlorizin (1-[2-(B-D-Glucopyranosyloxy)-4,6-
dihydroxyphenyl]-3-(4-hydroxyphenyl)-1-propanone), fenilpraponoid ile yapisal olarak benzer
oldugu icin flavonoid Onciisiidiir ve elma agacinda bulunan en biiyiik fenolik glikozittir
(1,15,30,31,33). C;;H240,¢ kimyasal formiiliine sahip olan phlorizinin molekiil agirligr 436.41 g
mol™""dir (Sekil 2.1). Beyazdan sariya degisen kristalize yapiya sahip olan Pholorizin erime noktasi
106-109 °C’dir ve 200 °C’nin iizerinde dekompoze olur. Eter ve soguk suda zayif ¢oziiniirken

etanol ve sicak suda iyi ¢oziiniir.
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Sekil 2.1. Phlorizinin kimyasal yapisi (31)

2.3. ETKIi MEKANIZMASI

Phlorizinin baslica farmakolojik etkisi renal glikoziiri olusturmak ve sodyuma baglh glikoz
transportunu inhibe ederek bagirsaklardan glikoz emilimini bloke etmektir (34,35). Phlorizinin
hipoglisemi ve hipolipemiye yol acmasinin (36,37) yanisira, lipit peroksidasyonunun Onlenmesi
(15), kemik erimesinin Onlenmesi (38), hafiza gelisimi saglanmasi (39,40), insan kolon kanser
hiicrelerinin biiylimesinin onlenmesi (41,42) gibi bir seri yeni biyoaktif fonksiyonu belirlenmistir
(31,42). Phlorizin ve tiirevleri, biyolojik agidan aktif olup, 6zellikle de lipit peroksidasyona karsi

antioksidan ozellikler gostermektedirler (15).

Bobrek yapisini bozan, poliiiriye sebep olan ve inat¢1 bir sekilde idrarda seker atilimina neden olan
diabetes mellitus ile es zamanli olarak phlorizin alimi glikoziiriye sebep olmaktadir (43,44).
Phlorizin bu etkiyi bobrek tubullerindeki glikoz geri emilimini engelleyerek gostermektedir (45).
Homer Smith, 1930'larda, normal bireylerde glikoziiri meydana getirmek icin phlorizini intravenoz
uygulayarak, glomerular filtrasyon hizin1 ve bobrek kan akimini 6lgmek ic¢in noninvasiv klirens
yontemlerini gelistirmistir (44). Phlorizin ve diabetes mellitusun idrardaki etkilerinin benzerliginin
tizerine aragtirmalar genisletilmis ve phlorizinin kopekler tizerindeki kronik uygulamalarinda sadece
glikoziiriye neden olmadigi, ayn1 zamanda poliiiri, agirlik kayb1 gibi insanlardaki diabetes mellitus

semptomlarina esdeger oldugu gozlemlenmistir (3).

Smith'in (46) phlorizin araciligr ile bobreklerden glikoz atilimiyla ilgili olan arastirmasi, renal
hemodinamikte ve tubiiller tarafindan yapilan metabolik transportta temel kavramlarin gelisimine
katkida bulunmustur. Arastirmaci, phlorizinin insanlara giivenli bir sekilde intravenoz
verilebilecegini saptamistir. LaVeen (47) insanlarda deneysel olarak malign hastaliklarin
tedavisinde, tiimor hiicreleri tarafindan glikoz alimini engellemek i¢in phlorizini intraven6z olarak

kullanmistir.



Phlorizin sigirlarda (5) ve koyunlarda (6) renal glikoz reabsorbsiyonunu, ratlarda da intestinal glikoz
absorbsiyonunu engellemek i¢in kullanilmaktadir (7,8). Lyle ve ark. (48) tarafindan diivelerde 1.3
butanediol ve phlorizin uygulanarak olusturulan ketoziste, bu kimyasal maddelerin; idrarla glikoz
atilimim hizlandirdiklari, plazma glikoz konsantrasyonunu diisiirdiikleri, ketonemi ve ketoniiriye
neden olduklari, serbest yag asiti konsantrasyonunu arttirdiklari, klinik belirtilere neden olduklar
saptanmistir. Ayni arastirmacilar, phlorizin enjeksiyonunun, glikozun kinetik metabolizmasin
etkileyerek glikoziiri ve ketonemiye neden oldugu, glikozun renal tubular reabsorbsiyonunun hem

kompetatif hem de nonkompetatif inhibisyonu sonucu glikoziirinin sekillendigini bildirmislerdir.

Phlorizin gibi kalkonlar1 iceren flavanoidler, biitiin bitki aileleri tarafindan iiretilen metabolitlerdir.
Bu polifenolik bilesikler antioksidan ve siiperoksit anyonlarimi (11), singlet oksijeni (12), lipit
peroksit radikallerini (13), temizleyici ve metal iyonlarin1 baglayici (14) ozelliklere sahiptirler.
Epidemiyolojik gozlemler flavonoid tiiketim siklig ile koroner arter hastaligi prevalansi arasinda
ters bir iligki oldugunu (49) ve cok sayida calisma da kismen bundan phlorizinin sorumlu
oldugunun diisiiniildiigiinii gostermektedir. Phlorizinin, lipit peroksidasyonunun 17-f estradiol’den

daha giiclii bir inhibitorii oldugu gosterilmistir (15).

Koyun ve kegilere phlorizin enjeksiyonunun hiypoglisemi, glikoziiri, ketonemi ve serbest yag asiti
miktarinda artiglara neden oldugu belirtilmekte (6,50,51) ve a¢ birakilan koyunlarda bu etkinin daha
fazla ve kisa siirede olustugu bildirilmektedir (51). Serbest yag asiti konsantrasyonundaki artigin
nedenini, idrar yoluyla atilan glikozun, total kan sekeri diizeyinde yetersizlige neden olmasi sonucu
olusan negatif enerji balansina baghh olarak adipoz dokudaki yaglarin mobilizasyonuna
baglanmaktadir (6). Ketozis ve gebelik toksemilerinde insiilin hormonu seviyesinin diismesi
sonucunda serbest yag asiti mobilizasyonunun hizlanabilecegi de arastirmacilarca (48)
vurgulanmaktadir. Bu arastiricilar plazma insiilin seviyesinin kontrol hayvanlarinda 0.34 ng/ml iken
phlorizin enjeksiyonu sonucu sekillendirdikleri ketoziste 0.24 ng/ml'ye diistiigiinii saptamislardir.
Ulkemizde de koyunlara phlorizin verilerek deneysel ketozis olusturulabilecegini belirten cesitli
caligsmalar yapilmistir (9,10). Ketotik sigirlarda hipoinsiilineminin hipoglisemi ile iligkili oldugu
(52), eksojen keton cisimlerinin kopeklerde insiilin seviyesini arttirdigi (53), benzer bir iliskinin
ruminantlarda da oldugu (48) bildirilmektedir. Glikoz konsantrasyonu ile insiilin
konsantrasyonunun hem koyunlarda (54) hem de diger ruminantlarda (55) iliskili oldugu, kan glikoz
seviyesi arttiginda insiilin hormonu seviyesinin de arttig1, kan glikoz seviyesi azaldiginda ise insiilin
hormonu seviyesinin de azaldig1 yapilan caligmalarla ortaya konmustur. Boer ve ark. (55), ketotik
sigirlara glikoz enjekte ettikten sonra glikoz miktart ile birlikte insiilin hormonu miktarinin da

arttigini saptamislardir.



Phlorizinin yiiksek konsantrasyonlarinin (10™-107 M) aerobik metabolizmay: inhibe ettigi ve
mitokondrial sismeye neden oldugu (56), glikozun eritrositlerin i¢ine taginmasini (56) ve her iki

bobrek ve ince barsaklarda glikoz emilimini inhibe ettigi belirtilmistir (57).
2.3.1. Phlorizin ve Hiicresel Glikoz Transportu

Glikoz polar bir bilesik oldugundan lipitten zengin hiicre membranlarindan gecerken tasiyici
proteinlerin aktif transportuna ihtiya¢ duyar. Iki gesit glikoz tasiyicis1 vardir: Bunlar sodyum
bagimh glikoz tasiyicilart [(SGLT1 ve SGLT2) aktif transport] ve kolaylastiric1 glikoz tasiyicilaridir
[(GLUT1-GLUT12) kolaylastirilmis difiizyon] (58,59).

SGLT’nin klonlanmis rat bobreginden iki izoformu (SGLT1 ve SGLT 2) elde edilmistir (60-62).
SGLT1 disiik kapasiteli ve yiiksek affiniteli bir sodyum bagimlhi glikoz tasiyicisidir. Baslica
gastrointestinal sistemde ince barsak hiicrelerinde lokalize olmaktadir. Ayrica proksimal tubuliin S3
segmentinde de bulunabilmektedir (63). SGLT1’in gastrointestinal glikoz emilimi ic¢in anahtar
tasiyic1 olmasina ragmen, nefronlardaki glikoz reabsorbsiyonunun sadece %10'u kadarindan

sorumlu olmasi nedeniyle, bobrekler tizerindeki etkisi daha az 6nemlidir (64).

SGLT?2 yalnizca proksimal renal tiibiiliin apikal bolgesinde bulunan diisiik affiniteli bir sodyum-
glikoz kotransportoriidiir (64). SGLT2 SGLT1'in aksine baslica bobrekte bulunan, yiiksek
kapasiteli, diisiik affiniteli bir tagiyicidir. Bobrekte en yaygin ve fonksiyonel olarak 6neme sahip
olan sodyum-glikoz kotransportorii SGLT2’dir. Bu tasiyic1 bobrekte glikoz reabsorbsiyonunun
yaklasik %90’ 1ndan sorumlu oldugu icin diabet alaninda biiyiik ilgi odag1 haline gelmistir (65). Bu
tastyici, kivrik proksimal tiibiil S1 segmentinin (ilk segment) firca kenarli membram {izerinde
nispeten yiiksek bir yogunlukta bulunmaktadir (66,67). SGLT2 tubuler filtrattaki sodyum ve glikoz
ile baglanmaktadir. Bu bilesikler daha sonra apikal hiicre membran1 boyunca yer degistirirler (65).
SGLTTI tasiyicist her bir sodyum iyonu ile iki glikoz molekiilii tasirken, SGLT2 tasiyicisi her bir
sodyum iyonu ile bir glikoz molekiilii tastmaktadir (64). Glikozun SGLT1 ve SGLT?2 tastyicilar ile
emilimi sekil 2.2.”de belirtilmistir.
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Sekil 2.2. Glikozun Bagirsak ve Bobrek Proksimal Tubullerinden Emilimi (68-70).

Phlorizin hem SGLT1’i hem de SGLT2’yi (Sekil 2.3.) 6zel ve rekabetci bir sekilde inhibe eder (71).
Bu tasiyicilarin inhibisyonu kilo kaybina yol acmak ya da tokluk kan sekerini diisiirmek i¢in bir

yontem olarak sunulabilir (65).

Phlorizinin kolaylastirilmis glikoz tasiyicilart (GLUT1 - GLUT12) iizerine etkisi bulunmamaktadir
(72).

Kidney | / ; )

Glucose @ =
lucose| . @ — ® ® L, S
— L’. : Blood : Uk
A -2,_ .
h & Proximal
tubitle
k — & | s6LT .
. Selective SGLT?2
l.&‘muﬂ f“ma’.\mu'_ & Glicoe ™ inhibitor
Selective SGLT1 { 'H'nc.
inhibii ® o
inhibitor ~ i

Sekil 2.3. Phlorizinin glikoz emilimini SGLT1 ve SGLT’yi bloke ederek engellemesi (73, 74)

Japon arastirmacilarin 1997°de yaptig1 bir calismada, glikoz ¢ozeltisinin alimimi takiben farelere
oral phlorizin uygulamasinin kan sekerinin yilikselmesini engelledigi belirtilmektedir (75). Phlorizin
beynin glikoz alimin1 engellemektedir. Fakat bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (76).
Glikoz uygulamasinin rodentler ve insanlarda hafizay1 gelistirdigi bilinmektedir. Ancak, Virjinya

Universitesindeki arastirmacilar rat ve farelerin pasif kaginma gérevini 6grenmelerinde phlorizinin



etkilerini arastirmak i¢in yaptiklar1 calismada, phlorizinin bellegi gelistirdigi bulunmus, bu etkinin

kan glikoz diizeyi ve beyin glikoz alimindan bagimsiz oldugunu bildirilmistir (77).
2.4.PHLORIZININ GELECEKTE KULLANIMI

Phlorizin 1835 yilinda kesfedildiginden beri tip ve biyoloji alaninda deneysel olarak cesitli amaclar
icin kullanilmistir. Phlorizinin insiilinden bagimsiz olarak plazma glikoz konsantrasyonunu
diisiirmesi, bu alanda c¢alismalarin yogunlagsmasina sebep olmustur (36,78). Phlorizinin kilo almaya
neden olmadan kan glikoz seviyesini diisiirerek glukotoksisiteyi diizeltmesi tip 2 diyabet tedavisinde
onemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Intestinal glikoz emilimini ve renal glikoz
emilimi engelleme kabiliyeti, kalori kaybina neden olur. Bu da muhtemelen kilo kaybina sebep olur.

Bu nedenle phlorizin, obezite icin potansiyel bir tedavi ajani olabilir (31).
2.5. LIPID METABOLIZMASI

Lipitler organizmada hem yap1 hem de fonksiyonlar1 bakimindan olduk¢a 6nemli bir yer tutarlar.
Lipitler, yag dokularinda %90 gibi bir oranda bulunurken, diger dokularda %1-10 arasinda
bulunmaktadir (79,80). Lipitler suda ¢éziinemeyen maddelerdir. Bu sebeple kanda tasinabilmeleri
icin baz1 proteinlere baglanarak kanda tasinabilir hale gelmeleri gerekmektedir. Plazmanin
proteinleri ile birlesmis olan lipitlere “lipoprotein” adi verilir. Lipoproteinlerin esas gorevi lipitlerin

bir organ veya dokudan bir baskasina taginmasini saglamaktir (81).

Sindirim sonucunda, monogliseritler, yag asitleri, kolesterol, gliserol ve az miktarlardaki
digliseritler ve trigliseritler safra asit ve tuzlariyla beraber emiilsiyon halinde bulunurlar. Bu
emiilsiyon icerisindeki maddeler ince barsak villileri vasitasiyla mukoza hiicrelerine alinirlar.
Barsak hiicreleri igerisine giren gliserol ve yag asitlerinden tekrar trigliserit ve fosfolipitler

sentezlenmektedir (79).
2.5.1. Trigliserit (TG)

Yaglan olusturan en kiiciik yap1 taslarina yag asiti ad1 verilir ve bu asitler viicutta depolanabilmek
icin gliserol ad1 verilen bir madde ile birleserek trigliserit adin1 alirlar. Trigliseritler viicutta baslica
enerji kaynaklaridirlar. Bu sebeple kanda belirli oranlarda bulunmalar1 gerekir (81). Trigliserit yagin
dogada bulundugu seklidir. Kolesterol gibi hem viicutta yapilir hem de besinlerle alinir. Trigliserit
yag dokusunda hiicrelerin sitozoliinde hemen hemen susuz bir sekilde depolanir. Bu yag, viicut yakit
gereksinimi duydugunda kullanilmaya hazir bir sekilde depo yagi olarak islev goriir. Karacigerde ise
kiigtik bir miktar depolanir. Cogu kolesterol ve kolesterol esterleri, fosfolipit ve protein ile birlikte
paketlenerek cok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) olarak adlandirilan lipoprotein
partikiillerini olusturmak tizere kullanilir. Bu partikiiller kana salgilanir ve periferik dokulara yeni

sentezlenmis lipit olarak verilirler (82).



2.5.2. Kolesterol

Kolesterol biitiin hayvansal hiicrelerde bol miktarda bulunan bir zoosteroldiir. Kolesterol hidrofobik
ozelliginden dolay1r ya da lipoprotein partikiiliiniin bir bileseni olarak proteinle birlikte ya da
safradaki fosfolipit ve safra tuzlar tarafindan ¢oziinmiis halde tasinabilir. Kolesterol disaridan
alinabildigi gibi organizmada da sentezlenebilir. Kolesteroliin sentezini ve katabolizmasini1 yoneten
organ karacigerdir (82). Kolesterol diger tiirlerde oldugu gibi ruminantlarin dokularinda, viicut
hiicrelerinde ve en cok da karacigerde (83-86) sentezlenerek hiicre membraninin yapisinda gorev
alan ve hiicre membranlarinin saglamhiligini arttiran bir komponentdir. Ruminantlarda kolesterol

kanda %60-80 oraninda ester formda, geri kalani ise serbest formda bulunur (87).

Kolesterol deride kolekalsiferole doniigserek provitamin D3’ii olusturur ve progesteron, Ostrojen
sentezinde kullanilir. Kolesterolun VLDL/LDL deki oranlar1 endojen hidroperoksitler ve

oksidan/antioksidan ¢alismalar icin 6nemlidir (86,88).

Ruminantlarda kan kolesterol seviyesi; ozellikle rasyon, cinsiyet, yas, gebelik, mevsim, genetik,
laktasyon, karaciger ve safra kesesinin hastaliklarinda degismektedir (87,89). Trigliseritler,
fosfolipitler, yag asitleri ve kolesterol suda ¢oziinemediklerinden dolay1r kan dolagimina bu halleri
ile verilemezler. Bunlarin kan dolasiminda kolayca tasinabilmeleri i¢in lipoproteinlere ihtiyag
vardir. Lipoproteinler, dansitelerine gore; yiliksek dansiteli lipoproteinler (HDL), diisiik dansili

lipoproteinler (LDL) ve silomikronlar olmak iizere dort sinifa ayrilirlar (90).
2.5.3. Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein Kolesterol (HDL-C)

HDL, karacigerde iiretilir. Bu lipoprotein tiiriiniin gorevi, dokulardaki fazla kolesterolii alarak
karacigere tagimaktir. HDL arterlerde olusan ateromalardaki kolesterolu alip viicuttan atilmak iizere
karacigere tasidigi icin bu lipoproteinde bulunan kolesterol "iyi kolesterol" olarak anilir. HDL

partikulleri karacigerde sentezlenir ve ekzositoz ile kana birakilirlar (82).
2.5.4. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Kolesterol (LDL-C)

Karacigerde iiretilen LDL seviyesi ile kalp hastaliklar1 arasindaki baglantidan dolay1 sik¢a “kotii
kolesterol” olarak anilir. LDL’in baslica islevi, kolesterol ve trigliserit iireten hiicre ve dokulardan
bu molekiilleri alip, bunlar1 gereksinimi olan hiicre ve dokulara tasimaktir. Viicuttaki toplam

kolesteroliin %70’1 LDL’de bulunmaktadir (91).
2.5.5. Silomikronlar

Barsaklardan hiicrelere eksojen lipitlerin transportunda, endojen lipitlerin karacigerden hiicrelere

transportunda ve kolesteroliin hiicrelere transportunda gorevlidir (92-94).



Barsak hiicrelerinde sekillenen lipoproteinler silomikronlardir. Bu silomikronlarlar igerisinde
trigliseritler, fosfolipitler, az miktarlarda yag asitleri ve kolesterol bulunur. Kana gecen
silomikronlar tasidiklar1 lipitlerin biiylik kismini1 yag dokularina verirler. Geriye kalan kisim
karaciger ve diger doku ve organlara verilir. Karacigerde lipoprotein lipazi olmadigindan dolayi,
silomikronlardaki lipitlerin biiylik kismi yag dokularinca alinmaktadir. Bu dokularda bulunan
silomikron lipazi, silomikronlardaki trigliseritlerin %9011 hidrolize eder. Silomikronlardaki
trigliseritlerin biiylik kisminin alinmasindan sonra, karaciger tarafindan kolayca islenebilecek bir

yapi kalir ve buna remnant ad1 verilir (97).
2.6.LiPiD METABOLIZMASININ HORMONAL REGULASYONU

Insiilin, yag metabolizmasinda substrat akisinin en 6nemli hormonal mediatériidiir. Yag hiicrelerinin
sitoplasmalarinda asetil koenzim A {iiretimini arttirarak lipogenezisi hizlandirir. Mitokondrilerde
piirivat dehidrogenazin defosforilasyonunu kamcilayarak asetil koenzim A'nin yapilmasini arttirir

(98).

Serbest yag asiti metabolizmas: insiilin-glukagon bihormonal sistemi ile kontrol edilir.
Trigliseritlerin sentezi insiilin ile sitiimiile edilir. Fakat karacigerde glikoz iiretimi ve adipoz
dokulardan yag asitlerinin salinimi, bu hormon tarafindan inhibe edilir. Bununla birlikte sigirlarda
insiiline kars1 diren¢ meydana gelebilir. Bu durumda insiilin konsantrasyonu artsa dahi adipoz
dokulardan serbest yag asitlerinin salinimi devam eder. Eger bunlara ilave olarak katesolamin
aktivitesi de artarsa serbest yag asiti ve glikoz konsantrasyonlar1 yiikselir ve tigliserit sentezi stimiile

edilir (98).

Adipoz dokularin trigliserit depolarindan lipitlerin mobilizasyonu, karbonhidratlarin viicudun bazal
enerji ihtiyacim1 karsilamada yetersiz kaldig1 ya da viicudun enerji ihtiyacinin arttigi durumlarda
meydana gelir. Acil durumlarda sempatoadrenal sistem aktive olarak lipolizise sebep olur.
Katesolaminler (epinefrin ve norepinefrin) cAMP'nin sekillenmesini arttirir ve lipolizisi aktive eder.
Glukagon, adrenokortikotropin (ACTH), somatotropik hormon (STH) ve biiyiime hormonu da
benzer etkilere sahiptir. Oysa insiilin, aksi etkiye sahiptir, cAMP'nin sekillenmesini Onler ve
lipolizise engel olur. Insiilin yoklugunda serbest yag asitlerinin belirgin mobilizasyonu gerceklesir

(98).
2.7. KARACIGER YAGLANMASI

Viicut depo yaglarinin asirt mobilize olarak karaciger paransim hiicrelerinde gereginden fazla
miktarda birikimi karaciger yaglanmasi olarak tanimlanir (98,95,96). Pek cok iilkede mevcut olan
bu hastaligin yapilan calismalarla (99-101) iilkemizde de goriildiigii bildirilmistir. Hepatik
hiicrelerde genis miktarlarda trigliserit biriktigi zaman karacigerin metabolik giiciinde ve

lipoproteinlerin salimiminda azalma meydana gelir. Karacigerde biriken lipitlerin biiyiik kismini



trigliseritler olusturur ve bunlar, yaygin olarak hepatositlerde birikirler. Hepatositlerin biiyiik kismi
etkilendigi zaman detoksifikasyon, protein sentezi, hepatik retikulo-endotelial sistem ve
glikoneogenezis fonksiyonlar1 bozulur (98,102). Karaciger yaglanmasi koyunlarda ani 6liimlere

neden olmaktadir (103).
2.7.1. Karaciger Yaglanmasimin Nedenleri

Viicudun ihtiyacini karsilayacak derecede yeterli karbonhidrat verilirse, enerji i¢in trigliseritlerin
(TG) kullanilmas1 baskilanir. Karbonhidratlar, yaglara gore tercihen kullanilirlar. Adipoz dokularda
TG'ler ve serbest yag asitleri dengededirler. Karbonhidratlarin yetersiz kaldigi durumlarda TG ve
serbest yag asiti dengesi serbest yag asiti formasyonu yoniinde degisir. Bu adipoz dokulardan
TG'lerin mobilizasyonuna yol agar ve enerji elde edilmesi i¢in karbonhidratlarin yerine serbest yag

asitlerinin kullanilmasini arttirir.

Ruminantlarda, karacigerde yag asitlerinin sentezi olmaz. Bu sebeple, sigirlarin karacigerlerindeki
yag birikiminin orijini adipoz dokudur. Karacigerde sentezlenerek kan dolasgimina verilen
lipoproteinlerdeki trigliseritler yag depolarina tasinir ve orada depolanir. Hayvanlarda serum yag
asiti konsantrasyonu yiikseldigi zaman, karacigerde lipoprotein sentezi artmadiglr ya da azaldig

zaman karaciger yaglanmas1 meydana gelir. (97).

Siit ineklerinde karaciger yaglanmasi hepatopati olarak tanimlanmakta olup, bir¢ok nedenden ileri
gelebilecegi bildirilmistir (104,105). Siit ineklerinde en Onde gelen nedenin yag mobilizasyon
sendromu oldugu, bu sendromun dogum Oncesi (pre partum) iki hafta ile dogum sonrasi (post
partum) 6 hafta icinde sekillendigi vurgulanmaktadir (104). Kuruda kalma devresinde, enerji degeri
cok yiiksek yemlerle beslenerek yaglanan ve semiren ineklerde, karacigerde genis yag
metamorfozisinden dolayr posparturient hastaliklar daha ¢ok goriiliir (106-108). Kuruda kalma
devresinde yeterli kaba yem verilmeyip hububat ve yagli tohum kiispeleri bakimindan zengin rasyon
ile besleme, karacigeri yag dejenerasyonu bakimindan predispoze hale getirir. Dogumu takip eden
giinlerde hayvanin enerji ihtiyacinin yiikselmesi; adipoz dokulardan serbest yag asitlerinin
mobilizasyonunun artmasina, yag asitlerinin hepatik oksidasyonunun azalmasma ve trigliserit
sekresyon mekanizmasinin bozulmasina sebep olarak karaciger yaglanmasinin artmasina neden olur

(107,109).

Yiiksek verimli siit¢ii sigirlarin uzun siire dengesiz beslenmesi ve ag¢ birakilmasi sonucunda
karaciger yaglanmasinin gelistigi bildirmektedir (110). Yemleri kisitlanan 6 siit¢ii sigirin serum
serbest yag asiti konsantrasyonunun onemli derecede arttigi, HCOs ve pH'da onemsiz azalmalarin

meydana geldigi bildirilmektedir (111).

Kolin, karacigerde uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunun artmasin1i ve yag asitlerinin

karacigerden yag depolarina taginmasimi kolaylastirir. Kolin ya da kapsadigi orotik asitin yemlerde



yetersiz bulunmasi karaciger yaglanmasina sebep olur. Kolin, metil transfer reaksiyonlarinda ve
fosfolipit sentezinde gereklidir. Ayrica asetil kolin sentezinde prekiirsor olarak gorev yapar. Yagh
periparturient sigirlarda karaciger yaglanmasinin sekillenmesinde, kolin yetersizliginin oynadigi

roliin daha fazla arastirilmasi gerektigi belirtilmektedir (98,107,112).

Selenyum, kobalt eksikligi A, E vitamini eksikligi, gebelik toksemisi, zehirlenmeler ve negatif
enerji balansi hepatik lipidozisin koyun ve kecilerdeki karaciger yaglanmasi nedenleri arasinda
belirlenmistir (102,104,113). Diinyanin farkli yerlerinde keci ve koyunlarda kobalt eksikligi ile
iliskili karaciger yaglanmasinin klinik, biyokimyasal ve patolojik bulgular1 bildirilmistir
(105,109,111,). Hidiroglu ve Hartin (114), A ve E vitamin seviyeleri ile yagli karaciger sendromu
arasindaki iligki lizerine yaptiklar1 bir calismada, hasta ineklerde A ve E vitamin seviyelerinin
normal sinirlarin altinda oldugunu, sekillenen retensiyo olgularinin buna bagl olabilecegini ileri
stirmektedirler. Nizamlioglu ve ark (101), yagh karaciger sendromlu ineklerde A ve E vitamin
diizeylerinin diisiik oldugunu, bunun da retinol baglayan protein sentezindeki yetersizlikten

kaynaklanmis olabilecegini bildirmektedirler.
2.7.2. Karaciger Yaglanmasinda Klinik Bulgular

Bu sendromun en goze carpan semptomu, buzagilamadan 6nce ¢ok yagli ve sisman olan sigirlarin
buzagilamadan sonra asir1 kondiisyon kaybetmesidir. Bu sigirlarda periparturient ve postparturient
hastaliklarin insidans1 artar ve enfeksiyoz hastaliklara kars1 dayanmiklilik azalir. Bu hastalikta klinik
bulgu olarak depresyon, anoreksi, ketoniiri, siit tiretiminin belirgin miktarda azalmasi, ilerleyen
diiskiinliik, zayiflik ve enfeksiyoz hastaliklarla beraber seyrediyorsa rektal 1sinin yiiksek olmasi
belirlenebilir. Bu hayvanlarda nadir olarak da anlamsiz bakislar, bas ve boynun ekstensiyonu ve

tremoru gibi sinirsel semptomlar goriiliir (109,112,115).

Karaciger yaglanmasi c¢ogunlukla bir ya da daha fazla hastalikla beraber seyreder. Genellikle
beraber seyrettigi hastaliklar dogum felci, ketozis, abomasum deplasmanlari, retensiyo
sekundinarum, mastitis ve metritistir (100,112). Aslan ve ark. (99), metritis ve mastitisli
hayvanlarda hafif, retensiyo sekundinarumlu hayvanlarda orta ve ketozis, hipokalsemi ve
preventrikiiler indigesyonlu hayvanlarda ise siddetli derecede karaciger yaglanmasi tespit ettiklerini
bildirmektedirler. McCormack (116), karaciger yaglanmasi bulunan sigirlarda immun cevabin
yetersiz kaldigini, ineklerin enfeksiyonlara kars1 asilarla yeterli derecede korunamadigin1 ve basta
enfeksiyonlar olmak iizere postpartum donemde ortaya ¢ikan bir¢ok probleme karsi hayvanlari
direngsiz kaldigim bildirmektedir. Roberts ve Reid (117), yagh karaciger sendromunun metabolik,
enfeksiyoz ve reprodiiktif bozukluklar; 6zellikle ketozis, hipokalsemi, metritis, mastitis ve retensiyo
sekundinarum gibi hastalikla beraber seyrettigini ve bu hastaliklara karsi hayvanlarda

predispozisyon olusturdugunu bildirmektedirler. Gerloff ve ark. (110), siddetli karaciger yaglanmasi



goriilen sigirlardaki reprodiiktif performans ile sagliklililar arasinda onemli bir farkin olmadigim
belirtmelerine karsin, Reid ve ark. (118) hafif ve orta derecede karaciger yaglanmasi bulunan
sigirlarda, reprodiiktif performansda 6nemli fark bulundugunu bildirmektedirler. Andrews ve ark.
(119) karaciger yaglanmas1 bulunan sigirlarin = %?23'tinde  hipokalsemi  sekillendigini

bildirmektedirler.
2.7. 3. Karaciger Yaglanmasinda Klinik Patoloji

Karaciger yaglanmasi bulunan hayvanlarda, total lokosit sayis1 3000/mm®’iin altinda olup, bant
notrofillerin sayisinda artis vardir. Hemoglobin konsantrasyonu, ¢cogunlukla sindirim sistemindeki
su absorbsiyonunun bozulmasi ya da sivi aliminin azalmasindan dolay1 13.0 g/dL’nin {izerine ¢ikar
(107). Nizamlhoglu ve ark. (120), orta ve siddetli karaciger yaglanmasi bulunan hayvanlar iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, lenfosit oranlarinin normalin altinda oldugunu, monosit, nétrofil ve eosinofil
oranlarinin ise 6nemli bir degisme gostermedigini bildirmektedir. Reid ve ark. (121), karaciger
yaglanmasi bulunan sigirlarda, total 16kosit sayilarinin diisiik ve hematokrit degerinin ise yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir.

Karaciger yaglanmasinda kan glikoz diizeyi 40 mg/dl’nin altina diiser. Hastalarin ¢ogunda ketonemi
ve ketoniiri mevcuttur. Fakat hayvanda dogum felci sekillenmisse glikoz 100 mg/dL’nin {izerindedir
(107). Ast1 ve ark. (100) yaptiklar1 bir ¢alismada, karacigerde yaglanmaya bagl olarak plazma
serbest yag asiti seviyesi ve plazma AST aktivitesinin arttigini, plazma glikoz konsantrasyonunun
ise azaldiginmi bildirmektedir. Aym arastiricilar (100), karacigerlerinde ortalama %27.72 yaglanma
bulunan sigirlarda, ortalama kan glikoz konsantrasyonunu 54.42 mg/dl, serbest yag asiti

konsantrasyonunu 1.98 mM/1 ve AST aktivitesini 101.75 U/L olarak tespit etmislerdir.

Aslan ve ark. (99), postpartum donem hastaliklarinin karaciger yaglanmas: ile ilgisi iizerine yapmis
oldugu calismada, yagli karaciger sendromlu ineklerde plazma glikoz diizeyinin 6nemli oranda
azaldigimi, plazma AST, total lipit ve serbest yag asiti konsantrasyonunun ise Onemli oranda
yiikseldigini  bildirmektedirler. Arastirmacilar (99), ortalama %?22.3 yaglanma bulunan
hipokalsemili hayvanlarda plazma glikoz miktarin1 58.3 mg/dl, plazma AST aktivitesini 152.1 U/L,
plazma Total Lipit miktarin1 206.1 mg/dl ve plazma serbest yag asiti miktarin1 0.94 mM/L olarak

tespit etmislerdir.

Yaglh karaciger sendromunda enerji eksikligi nedeniyle serum glikoz konsantrasyonu diiserken,
keton cisimleri ve serum BHB diizeyi ile lipomobilizasyona bagli olarak serum serbest yag asitleri
diizeyinin arttig1 saptanmistir (98,104,105,122). Karaciger yaglanmasinda plazma trigliseritleri ve
lipoproteinlerinde azalma meydana gelir (98,112). Karaciger yaglanmasinda serum trigliseritler
Smg/dl’nin altina diisebilirken, serbest yag asiti 7 mg/dl’nin iizerinde bulunabilir. Siddetli karaciger

yaglanmasinin sonucu olarak lipoprotein formasyonu ve yag mobilizasyonu bozulur, trigliseritler



daha da diiser (107). Serum kolesterol konsantrasyonu ile karaciger yag konsantrasyonu ters
orantilidir. Siddetli karaciger yaglanmasinda serum kolesterol diizeyi asir1 sekilde diiser. Serumdaki
kolesterol lipoproteinlerin bir kompanentidir. Siddetli yaglanmalardaki serum Kkolesterol

diizeylerinin diismesi hepatik lipoprotein sekresyonunun azaldiginmi gosterir (113).

Karaciger yaglanmasi bulunan hayvanlarda kan elektrolit degerleri genellikle normaldir ya da hafif
degisiklik gosterir (102,107). Reid ve Roberts (121), yagl karaciger sendromunda saptadiklari
diisiik Mg"™" seviyesinin kemiklerden Ca*" mobilizasyonunu azalttigini, bunun dogum ve sonrasi

giinlerde hipokalsemi olaylarinin sekillenmesinde rol oynayabilecegini ileri siirmektedirler.
2.7.4. Karaciger Yaglanmasinda Nekropsi Bulgulari

Yaglh karaciger sendromunda, karaciger normalin {i¢ dort kat1 biiylimiis, gevrek kivamda keskin
kenar1 kiitlesmis ve ikterik goriiniistedir. Bobreklerde biiyiime ve dejenerasyon olabilir.
Histopatolojik muayenelerde, karaciger parankim hiicrelerinde ve bobrek epitelyum hiicrelerinde,
kalp, kas, adrenal bez hiicrelerinde diffuz yag infiltrasyonlar1 goriiliir (96,109,119). West (115),
karaciger yaglanmasi bulunan ve tedavide basarisiz olunan alti sigirin nekropsisinde, karacigerin
biiylidiigiinii, sarims1 renkte oldugunu, boébrekler etrafinda yag birikintisi bulundugunu ve histolojik

olarak da genis yag infiltrasyonlar tespit ettigini bildirmektedir.
2.7.5. Karaciger Yaglanmasimin Teshisi

Karaciger yaglanmasinin teshisi genellikle zor olup, maalesef cogunun teshisi 6liimden sonra
yapilmaktadir. Karaciger yaglanmasinin teshisinde baslica iki metot kullanilmaktadir. Bunlardan
ilki sigirlarda cabuk, giivenli ve hayvanlar ¢ok az etkileyen lokal anestezi altinda perkutan biopsi
igneleri ile alinan karaciger orneklerindeki yaglanmanin kimyasal ya da histolojik metodlardan birisi

ile tayini, ikincisi ise kanin kimyasal analizidir (99,100,121).

Teshiste faydali laboratuar bulgular1 olarak ketoniiri, siilfobromftalein retensiyon zamaninin
uzamasi, sorbitol dehidrogenaz (SDH) ve aspartat aminotransferaz (AST) enzim aktivitelerinin
artmasinin yaninda serum albumin, kolesterol, magnezyum, insiilin diizeylerinin ve 1okosit
sayllarinin  diismesi  sayilabilir  (102,121). Herdt (112), hepatoselliiler enzimlerin serum
aktivitelerinin karaciger yaglanmasi icin duyarh indikatorler olmadigini, fakat serumda yaygin bir
sekilde oOlciilen AST aktivitesindeki yiikselmenin, karaciger yaglanmasi ile iliskili oldugunu
bildirmektedir. Kreatin fosfokinazin (CPK) belirlenmesi (103), AST’nin kaynaginin
belirlenmesinde faydali olur. Bununla beraber, Roberts ve Reid (117), bu labratuar sonuglarinin
hepatik lipidozis icin zayif bir gosterge oldugunu bildirmektedirler. Gaal ve ark. (123),
karacigerdeki lipit artisinin trigliserit artisi seklinde oldugunu, bu sebeple karacigerdeki total
lipitlerin Olciilmesiyle karaciger yaglanmasinin teshisinin hatali olacagini, ciinkii total lipitlerin i¢ine

trigliseritlerin disindaki lipitlerin de girdigini belirtmektedir. Serum AST, glutamat dehidrogenaz



(GLDH), gamma-glutamil transpeptidase (GGT), total bilirubin diizeylerinin saptanmasi; bunlardan
AST’ nin diisiik oranda hepatospesifik, GLDH' in hepatospesifik, GGT' nin ise safra kanallari,
bobrekler ve barsak epiteli icin spesifik oldugu, bu yonleriyle ayirici tanida anlamli olduklari, serum
total bilirubin diizeyini saptamanin yagh karaciger sendromu tanisinda bir endikator olarak kabul

edildigi bildirilmektedir (105,106,122).

Karaciger yaglanmast bulunan siit ineklerinde yaglanmanin derecesi ve yerlesimi konusunda
karaciger biyopsisinin kesin tani yontemi oldugu, bu islemin hayvanin sagligina ve siit verimine
hicbir olumsuz etkisinin olmadigr bildirilmektedir (105,112,122,124). Karacigerde %?20’nin
tizerindeki yaglanmalar siddetli, %10-20 aras1 orta siddetli ve %10’un altindaki yaglanmalar ise
hafif siddetli karaciger yaglanmasi olarak degerlendirilir (100,120). West (125), gebe ve laktasyonda
olmayan sigirlar ile periparturient siitcii sigirlarin karaciger fonksiyonlarindaki olas1 bir degisikligi
tespit etmek amaciyla aldigi biyopsi orneklerinde gebe ve laktasyonda olmayan sigirlarda herhangi
bir yag infiltrasyonu gézlenmedigini, periparturient siit¢ii sigirlarda ise sentrilobuler ve midzonal
sekilde yaglanma tespit edildigini belirtmistir. Smart ve ark (126), karaciger biopsisini takiben
olusabilecek komplikasyonlarin insidansinin ¢ok diisiik olacagini, hayvanlarin biyopsiden sonra
hafif abdominal agri gosterebilecegini ve bunun da 1-2 giin i¢inde kendiliginden iyilesecegini
bildirmektedir. Bu arastirmacilar (126), serum AST konsantrasyonunun hepatositlerdeki yikimdan
dolay1 hafif yiikseldigini ve bu yiizden kan 6rneklerinin biyopsi isleminden once alinmasin tavsiye

etmektedir.

Karaciger yaglanmasinin tanisinda kullanilan bir diger yontem de ultrasonografik muayenedir. Asir1
oranda karaciger yaglanmasinda sonografik olarak ekojenite artisi, orta ve az oranda yaglanma
hallerinde ise belli loplarda yaglanma sonucu ekojenite farkliliklarinin ortaya konabilecegi, bu
loplardan alinan igne biyopsilerinden yapilacak histopatolojik bakilarin kesin tanida yararli oldugu
bildirilmistir (105,122). Orta ve ileri derecede karaciger yaglanmasi goriillen olgularda organ
boyutlarinin biiylidiigii, karaciger kalinliginin arttig1 ve bu durumlarin da sonografik olarak ortaya

konabildigi bildirilmistir (113,122).
2.7.6. Karaciger Yaglanmasinda Tedavi

Karaciger yaglanmasi icin etkili bir tedavi yontemi giinlimiize dek gelistirilmemistir. Tedavi
programlar1 adipoz dokularda yag mobilizasyonunu azaltmaya yoneliktir. Bunun icin intravenoz
glikoz enjeksiyonlari, glikoz prekiirsorlerinin oral uygulamasi, insiilin preparatlart ile uygun
dozlarda niasin uygulandiginda adipoz dokudan serbest yag asiti salimmminin azaltilabilecegi
bildirilmistir (112). Lipotropik ajanlarin uygulanmasi ile hepatik lipoprotein sentezinin sitimiile
edilebilecegi, fakat siitcii sigirlarda karaciger yaglanmasinin tedavisinde kullanilabilecek etkili bir

lipotropik ilacin hala mevcut olmadigi, tedavide siklikla kullanilan kolin ya da lesitinin hastaligin



baz1 formlarinda lipotropik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (109,112). Baz1 arastirmacilarca
(112), kolin bakimindan yetersiz yemlerle beslenen hayvanlarda, karaciger yaglanmasinin meydana
geldigi bildirilmektedir. Bazi arastirmacilara (102) gore ise kolinin kullanilmasi hala tartisma
konusudur, bazi faydali etkilerinin bildirilmesine ragmen insan hekimliginde bu ilacin
kullanilmasinda tartismalar ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte eger kullanilacaksa da paranteral
olarak verilmesi tavsiye edilmektedir. Ciinkii oral yolla verilen kolinin rumen floras: tarafindan

yikimlanacagi belirtilmektedir (102).

Glukokortikoidler, ketozis tedavisini desteklemektedirler. Fakat hepatik lipisosis tedavisinde
dikkatli diisiiniilerek verilmelidir. Ciinkii glukokortikoidler insiilin salinimini azaltir ve periferal
dokular glikozdan geregi gibi faydalanamazlar. Ayrica immun supresif etkilerinden dolay:

kullanimlarinda dikkatli olunmalidir (102,109).
2.8. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller organizmalarda siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma sistemi
tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu mekanizmada serbest radikallerin
olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge soz
konusudur ki bu dengeye oksidatif denge adi verilir. Oksidatif denge saglandig: siirece organizma
serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gormez. Antioksidan savunma mekanizmasinin
yetersiz kalmasi veya serbest radikal olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif dengenin serbest

radikaller yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir (127,128).

Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, 6rnegin bakterilerin notrofiller tarafindan
oksijen radikalleri ile dldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir. Bunun yaninda fazla miktarda
serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede DNA, proteinler, lipitler,

karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gérmesine yol agabilir (129,130).
2.8.1. Serbest Radikaller

Atomlarin c¢ekirdeklerini cevreleyen ve icinde elektronlarin bulundugu bosluklara orbital adi
verilmektedir. Her bir orbitalde spinleri birbirine ters yonde olan iki elektron bulunur. Bu
elektronlara eslenmemis veya ortaklanmamis elektronlar denir (131) Yapilarinda (dis orbitallerinde)
bir veya daha fazla eslenmemis elektron iceren atom veya bilesikler serbest radikaller olarak
tanimlanmaktadir (132,133). Bu elektronlar iist kistmlarina konulan nokta ile ifade edilirler (134).
Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her yoriingede birbirine
z1t yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur. Radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir

elektron ¢ikmasiyla ya da atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Olusan radikaller



cok reaktif olup, stabil degildirler. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan
elektron alabildiklerinden dolay1 viicutta indirgeyici veya ylikseltgeyici olarak davranirlar (135,136).
Serbest radikallerin reaktivitesi kars1 spin yoniiniin bir elektron kazanma isteginden dolay1 olusur.
Serbest radikallerin en Onemli tepkimeleri, molekiiler oksijen ve onun reaktif tiirlerinin oldugu

tepkimelerdir (137).

Demir, bakir, mangan, molibden gibi gecis metalleri de dis yoriingelerinde birer elektron
tagimalarina ragmen radikal karakter gostermezler. Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller
elektron dagilimlarinin yan1 sira termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri ile
degerlendirilir (138). Okaryotik hiicrelerde, enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla serbest
radikallerin olusumu fizyolojik bir olaydir (139). Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve
ekzojen kaynaklidir (140). Memelilerde, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), fagositik ve
endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongiileri, arasidonik asit metabolizmasi,
otooksidasyon reaksiyonlari esnasinda ksantin oksidaz ile nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz gibi enzimlerinin etkisiyle meydana gelirler. Ekzojen kaynaklar ise endiistriyel
kirleticiler, ilaclar, diyet, iyonize radyasyon, ultraviyole (UV) 1s1k, sigara dumanm ve
ksenobiyotiklerdir (140). Serbest radikaller, sadece zararli maddeler olmayip organizmada pek ¢ok
biyolojik islevlere de sahiptir. Bu molekiiller, sinyal iletiminde hiicresel mesajc1 olarak gorev
aldiklar1 gibi apoptozis ve fizyolojik proteolizde araci olarak gorev yaparlar. Ayrica, kemotaksis,
sitokin iiretimi ve mikrovaskiiler tonusun regiilasyonunda gorevlidirler. Fagositlerin
mikroorganizmalar1 Oldiirmelerinde rolleri bulunmaktadir. Boylece enfeksiydz ve enfeksiyoz
olmayan yangisal durumlara karst organizmanin savunmasina aracilik etmektedir (139). Her ne
kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasari
ve hiicre oliimii ile sonu¢lanmaktadir. Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en 6nemli tepkimeleri
molekiiler oksijen ve onun reaktif tiirleri (siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler ve

gecis metallerinin oldugu tepkimelerdir (137).
2.8.2. Memelilerdeki Bashca Serbest Radikaller
2.8.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Solunum i¢in esansiyel olan oksijenin organizmaya alinmasi, tasinmasi ve oksidatif metabolizma
icin kullanilmasi sirasinda oksijenin indirgenmesi ve aerobik hiicrelerde enzimatik oksidasyonu ile
az miktarda ancak siirekli olarak radikaller iiretilmektedir. Oksidatif metabolizma hizindaki artigla

birlikte oksijen radikalleri de artmaktadir (139).

Biyolojik sistemlerde oksijenin metabolizmas1 sonucu olusan {iriinlere reaktif oksijen tiirevleri

(ROT) denilmektedir. Reaktif oksijen tiirevleri, serbest radikallerin dis orbital yoriingesinde



paylasilmamis bir elektron ile bir oksijen atomu bulunmasi ile karakterizedir. Oksijenin
indirgenmesi ya da oksijene iyonize radyasyonun etkimesi ile meydana gelirler (135,136).
Molekiiler oksijen elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu yol 4 elektron gerektirir ve bu
yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi radikalleridir.

Bunlar 6nemli oksidatif stres ajanlar1 olup reaktif oksijen tiirevleri (ROT) olarak adlandirilir (141).
Baslica ROT’lar sunlardir (142).
Siiperoksit radikali (O, ")
Hidroksil radikali (HO),
Hipokloroz asit (HOCI)
Singlet oksijen (singlet O,;0; 1))
Hidrojen peroksit (H,O5),
Alkil radikali (RO")
Peroksil radikali (ROO)
Alkoksil radikali (RO)
Organik peroksit radikali (RCOQO)
Perhidroksil radikali (HO; )
Siiperoksit Radikali (O, )

Molekiiler oksijenin (O;) bir elektron transferi sonucu indirgenmesi ile kararsiz bir yapr olan O;°

radikali olusur (143).
O+e — Oy
Siiperoksit radikalleri baslica su yollarla olusabilir: (144)

1- Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip yiikseltgenirken siiperoksit
olusumuna neden olurlar.

2- Basta cesitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak iizere enzimlerin katalitik etkisi sirasinda
siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.

3- Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda kullanilan oksijene NADH dehidrojenaz ve
koenzim A gibi elektron tasiyicilarindan elektron transferinden dolay: tiiketilen oksijenin
%1-5 kadar siiperoksit olusumuna neden olur.

4- Aktive edilen fagositik 16kositler siiperoksit iireterek fagozomlar i¢ine ve bulunduklari
ortama verilirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal iiretimi daha reaktif tiirlerin

olusumunu da katalizler.



Siiperoksit radikali serbest radikal olmasina karsin reaktifligi yiiksek degildir. Kendiliginden,
ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda solunum zinciriyle birlikte olusur.
Siiperoksit ayrica iskemi-reperfiizyonda aktive olan ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen
olarak da olusturulur. Lipooksijenaz ve siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan enzimlerdir
(145,146). Siiperoksit ayrica yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve kimyasal

ajanlar ile bazi bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda olusur (147).

Milisaniyelik yar1 6mriiyle zayif bir oksidan fakat giiclii bir rediiktan olan siiperoksit radikali oksijen
toksisitesinde onemli bir faktordiir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi buna karsi organizmay1
korur. Siiperoksit radikali zayif bir oksidan oldugundan hasar olusturacak bir tiir olmaktan ¢ok H,O,
kaynag1 ve gecis metallerinin rediikleyicisi olmas1 nedeniyle onem tasimaktadir (148). Siiperoksit
radikaline bir elektron eklenmesi veya O;’nin dogrudan indirgenmesiyle H,O, olusur. Siiperoksit
radikali tiyol gruplar ile reaksiyon verebilir. Boylece glutatyon (GSH) un tiikenmesine yol acarak
hiicreyi ileri bir oksidatif strese sokabilir veya enzim ve diger hiicresel proteinler iizerindeki tiyol
gruplariyla reaksiyon vererek onlarin inaktivasyonuna yol agabilir. Ayrica, siiperoksit radikali bir
dizi reaksiyonu baslatarak baska radikallerin olusumuna yol acabilir. Siiperoksit radikali, demir
varliginda hidrojen peroksit (H,O,) ile etkileserek (Haber-Weiss reaksiyonu) hidroksil radikalinin
olusumunda rol oynamanin yaninda ii¢ degerlikli demir ile reaksiyona girerek perferril radikalinin
de olusumunda rol oynayabilir. Ancak, siiperoksit radikali ¢ok kisa dmiirlii oldugundan s6z konusu
reaksiyonlara ugrayamadan dismutasyon yoluyla H,O, ve oksijene doniisiir (142). Dismutasyon ya

kendiliginden olusur veya SOD araciligiyla katalize olabilir (148).
20, + 2H+ — H,0, + O,
Hidrojen Peroksit (H>O,)

Siiperoksit radikaline bir elektron transferi (siiperoksit dismutasyonu) ya da O;’ne iki elektronun
eklenmesi (indirgenme) ile veya glikolat oksidaz ve D-amino asit oksidaz ile direkt olarak meydana

gelir (135).

Hidrojen peroksit bircok bilesigi oksitleyici bir ajandir. Proteinleri, tiyol grubu iceren enzimleri,
fosfolipitleri, karbohidratlar1 ve DNA’y1 hedef alip fenton reaksiyonu araciligiyla hasara neden

olabilir (149).

Hidrojen peroksit, giiclii bir oksidan olmasina ragmen yavas reaksiyon verir (150). Hidrojen
peroksit, ya kendisi oksidatif hasar yapabilir ya da O, gibi daha reaktif bir radikal olusturarak
hasara yol agabilir. Hidrojen peroksit, kendisi hasar olusturdugunda proteinlerdeki tiyollerin
oksitlenmesine ve deoksiriboniikleik asitde (DNA) zincir kirtlmasina neden olur. Bu yolla glikoliz
enzimlerinden gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz enzimini inaktive eder. Yiiksek diizeyde H,0O,,

glikolizin inhibisyonu sonucu ATP bosalmasina yol acar. Hidrojen peroksit, bu etkisini,



gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz enziminin kofaktorii olan nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) diizeyini azaltarak ya da hiicrede pH degisikligi yaparak gosterir. Ayrica, piruvat gibi bazi
ketoasitlerin de nonenzimatik oksitlenmesine yol acar. Mitokondriyal elektron transport zinciri de
H;0,’den etkilenir. Hidrojen peroksit hiicre membranim gegebildigi icin DNA hasart riski

artmaktadir (150).

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina karsin biyolojik zarlara niifuz edebilmesi ve daha
reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldigi rolden dolayr 6nemlidir. Diger bir onemli islevi

ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gérev yapmasidir (151).

Hidrojen peroksitin redoks 6zelligi ve gecis metalleri varlifinda yiiksek reaktif serbest radikalleri
olusturmasma karsi viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Istenmeyen hidrojen peroksit katalaz,

glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden uzaklastirilir (152).
Hidroksil Radikali (HO")
Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en gii¢lii radikaldir (150).

Hidroksil radikali birkag yolla olusabilir (153)

e Fenton reaksiyonu : Hidrojen peroksit, Fe** ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr,
Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek hidroksil radikalini olusturur.
e Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini

olusturur. Reaksiyon Fe ve Cu tarafindan katalizlenir.

Hidroksil radikali, hemen tiim hiicresel molekiillerle reaksiyon verebilmekle birlikte en 6nemli
etkileri lipitler, proteinler, sitokromlar ve niikleik asitler iizerine olan etkileridir (150). Biyolojik
sistemlerin tanidigr en reaktif tiir olan hidroksil radikali (OH), su dahil ortamda rastladigi her
biyomolekiille diffiizyon limiti hiz1 ile tepkimeye girer. Bu nedenle 10” saniyeden daha kisa bir
omre sahiptir (154). Bu serbest radikal, yag asitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler
gibi ¢esitli molekiillerden bir proton ¢ikarip karbon merkezli organik radikallerin olusmasina neden
olur (155). Hidroksil radikalinin membran fosfolipitleri komponentlerinden olan ¢oklu doymamis
yag asitleri iizerindeki etkisi, hiicresel oksidatif hasarda baglica etken olarak degerlendirilmektedir
(156). Hidroksil radikali, DNA’da bulunan deoksiriboz gibi seker molekiillerine saldirarak
mutajenik etki gosterebilir. Ayrica, bu radikal, DNA ve riboniikleik asitde (RNA) bulunan purin ve
pirimidin bazlarina katilarak radikal olusturur. Bu radikalin olusturdugu hasar fazla olursa

mutasyonlar hatta hiicre 6liimii sekillenebilir (150).
Singlet Oksijen (Singlet 0,,0,'")

Oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde

olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi; siiperoksit radikalinin nitrik



oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (155).
Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal olmadigi halde reaktif
oksijen tiirleri arasinda yer alan singlet oksijenler, serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina
neden olduklarindan 6nemlidirler. Viicutta deri ve retina gibi giin 1s181na maruz kalan bolgelerde
sikca olustugu belirtilmistir (155). Flavin iceren proteinler ve hem proteinleri yoniinden zengin olan

mitokondride hasara yol acarlar (150).

Singlet oksijenin delta ve sigma olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Biyolojik olarak en onemli

formu delta singlet oksijendir (144).
Oksijen Tiirevi Olmayan Serbest Radikaller

Oksijen ve ksenobiyotik radikallerinden baska radikaller de biyolojik sistemlerde olusabilmektedir
(155).

Kiikiirt Merkezli Radikaller

Tiyol bilesikleri (R-SH) gecis metalleri varliginda oksitlenerek til radikalini (RS) olustururlar (150).
RSH + Cu*® — RS+ Cu" +H"

Til radikalleri proteinlerdeki disiilfit baglarinin homolitik fizyonuyla da olusabilmektedir (150).
cys-S—S—cys — cys—S + S —cys

Karbon Merkezli Radikaller

Karbon merkezli radikaller bir¢ok biyolojik sistemlerde olusabilmektedir (150).

CCly — CClz + CI

Karbon merkezli radikaller O, ile reaksiyona girerek peroksil radikali verirler (150).
‘CCls + O, — 'O, CCl; (triklorometilperoksil radikali)

Fosfor Merkezli Radikaller

Biyolojik sistemlerde fosfor merkezli radikallerin de olustugu bildirilmistir (155).

Azot Merkezli Radikaller

Organizmada, azot merkezli radikaller de olusmaktadir. Ornegin eritrositlerde fenilhidrazin
metabolizmasi sirasinda fenilhidrazin radikali (C6H5N = N. ) olusur. Azot merkezli radikallerin en

onemlisi nitrik oksittir (NO) (155).

Nitrik Oksit (NO)



NO' enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den sentezlenir (151).
L-arjinin + NADPH + O, — L-sitrullin + NO* + NADP*

Lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca stabildir (158). Diisiik konsantrasyonlarda iken,
ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilir (159). Diger radikallerden farkli olarak
diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok 6nemli fizyolojik islevleri gerceklestirir (158). NO bir atom
azot ile bir atom oksijenin eslesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu

yiizden radikal tanimina uymaktadir.

Nitrik oksitin organizmada cift yonli rolii olabilecegi yani pek cok fizyolojik olayin
gerceklesmesinde rol oynadigi bildirilmektedir (160). Nitrik oksitin, antioksidan savunmada gorev
almasinin yani sira agirt tiretimi durumunda radikal etki gosterdigi ve peroksinitrit gibi daha giicli

radikallerin olusumuna yol a¢tig1 bildirilmistir (150).
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Sekil 2.4. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana gelisi (IR:
1y0nize radyasyon, Sit: Sitrullin, D-AA: D-Amino asit, BH4: Tetrahidrobiopterin, Gly: Glisin, L":
Lipit radikali, SOD: Superoksit dismutaz, MPO: Myeloperoksidaz) (161)

2.8.3. Serbest Radikal Kaynaklar:
2.8.3.1. Serbest Radikallerin Hiicre Dis1 Kaynaklari

Bazi1 yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal {iretimini artirirlar (Tablo 4.1.). Bu maddeler
ya dogrudan serbest radikal iiretirler ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasimi saglayan

antioksidan aktiviteyi diisiiriirler. Bu tip maddeler dort grupta toplanabilirler (162):



Tablo 2.1. Serbest radikallerin hiicre dis1 kaynaklar (162)

Cevresel faktorler | Toksik kimyasallar Radyasyon Tlaclar
Hiperoksi Karbon tetrakloriir (CCly) Elektromanyeti Antineoplastik
k radyasyon
Antibiyotikler:
Kinolon,

Hava kirliligi Azot
dioksit (NO».)
Ozon Siilfiir
dioksit

Halojenlenmishidrokarbo
nlar: Kloroform,
Bromobenzen, Halotan

Tetrasiklin,
Aminoglikozid
Kinonlar

Partikiiler
radyasyon

Titiin Paraquat

Sigara icimi Alloksan

Bocek ilaglart Difenoller

Metaller
(Titanyum-
Aliiminyum-
Kursun-Molibden-
Anestezikler

Nikel-

Krom-Kobalt-
Civa-

Kadmiyum-
Arsenik)

1. Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin kirli havanin koyu rengini veren azot dioksit
gaz1 (NOy") boyle bir maddedir. Azot dioksit (NO,") etkili bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir

2. Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru temizlemede kullanilan toksik bir
madde olan karbon tetrakloriir (CCly), karacigerde sitokrom p450 tarafindan triklorometil
serbest radikaline (CCls") doniistiiriiliir. Triklorometil serbest radikali de molekiiler oksijenle
(O») etkileserek peroksil serbest radikali (CCl30;") olusturur. Triklorometil serbest radikali
(CClI3") ve peroksil serbest radikali (CCl;0;") kuvvetli lipit peroksidasyonu baslaticisidirlar.



Boylece reaktif serbest radikal iiretimi karacigerde antioksidan savunma kapasitesini asar.
Boylece hiicresel membranlarda oksidatif yikim ve ciddi doku hasar1 meydana gelir.

3. Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Ornegin ozellikle
karacigerde biriken paraquat bir serbest radikale indirgendikten sonra tekrar ylikseltgenerek
rejenere edilirken, oksijen indirgenir ve boylece bol miktarda siiperoksit radikali (O,7) iiretilmis
olur. Diyabetik bir ajan olan alloksan da paraquat gibi etki eder.

4. Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Ornegin parasetamoliin karacigerde Sitokrom Pysg
tarafindan metabolizmasi antioksidan aktivitede onemli yeri olan glutatyonla reaksiyona giren

bir iiriin olusturarak glutatyonun miktarini azaltir.
2.8.3.2. Serbest Radikallerin Hiicre I¢ci Kaynaklar

Serbest radikaller hiicrelerde genel olarak elektron transfer reaksiyonlari ile iiretilirler. Enzim aracili
veya enzim katalizi olmadan olusabilirler. Bu reaksiyonlar gecis metal iyonlarinin kimyasal redoksu

ile birliktedir (163).

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara iriinler
olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest radikal ara iiriinler enzimlerin
aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle tesadiifen etkilesirler ve serbest oksijen radikalleri

olusur (162).
2.8.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Oldukg¢a reaktif molekiiller olan serbest radikaller hiicre bilesenleri ve hiicre dist makro
molekiillerle etkileserek organizmada yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olurlar (164).
Oksijen radikallerinin etkiledigi hiicre komponentlerinin baglicalari; yag asitleri, proteinler,

norotransmitterler ve niikleik asitlerdir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.5. Serbest oksijen radikallerinin etkiledigi hiicresel yapilar (162)

2.8.4.1. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiylik oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan
kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger degisikliklere baghidir. Hidroksil
radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip
hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine

neden olabilir (165).
2.8.4.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir. Ozellikle doymamus bag ve siilfiir
iceren molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitleri igeren proteinler serbest radikallerden daha
kolay etkilenirler. Immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag1 fazla olan proteinlerin ise iic

boyutlu yapilar1 bozulur (166).

2.8.4.3. Karbohidratlara Etkileri



Monosokkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehitler meydana
gelir. Aciga cikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik etki
gosterip, kanser ve yaslanmaya neden olabilirler (165). Serbest oksijen radikalleri bag dokunun

onemli bir bileseni olan hiyaliironik’in par¢alanmasina da yol agabilirler (167).
2.8.4.4. Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli etkisi lipitlere yaptigi etkidir ki bu da lipit peroksidasyonu olarak
adlandirilir. Hiicre membranlar1 poliansatiire yag asitlerinden ve kolesterolden zengindir, kolaylikla
oksidan radikallerden etkilenirler. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamuis
baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar. Lipit
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Hiicre
membranlarinda lipit serbest radikalleri (L) ve lipit peroksit radikallerinin (LOQ") olusmasi, reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir (168).
Biyolojik sistemlerde bir¢ok radikalin lipit peroksidasyonuna neden oldugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte lipit peroksidasyonunu baglatan asil ajan OH radikalidir (152). Lipit
peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge cift baglardan bir elektron iceren hidrojen
atomlarmin c¢ikarilmast ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali niteligi
kazanmasiyla baslar. Lipit radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksit
radikalleri ve lipit peroksitleri olusur. Lipit peroksitleri yikildiginda ¢cogu biyolojik olarak aktif olan
malondialdehit (MDA) gibi aldehitler de olugsmaktadir (145).

Lipit peroksidasyonu, ¢coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonudur. Lipit
peroksidasyonun en onemli iiriinii malondialdehittir. Malondialdehit, ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusur. Memelilerde MDA olusumuna en c¢ok arasidonik
asit ve deksahekzanoik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu yol a¢gmaktadir.
Oleik ve linoleik asitlerin oksidasyonundan da az miktarda MDA olusmaktadir. Lipit

peroksidasyonun gostergesi olarak kullanilan parametrelerden biri MDA dir (155).
2.8.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikal hasarim1 onlemek amaciyla viicutta antioksidanlar olarak isimlendirilen savunma
sistemleri bulunmaktadir. Antioksidanlar; diisiik konsantrasyonlarda substratinin oksidasyonunu
geciktiren veya Onleyen tiim maddelerdir (152). Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin1 engelleyerek lipit peroksidasyonunu inhibe eden ve reaktif oksijen radikallerini tutan
maddeler olarak da tarif edilebilir (131). Serbest oksijen radikalleri normal aerobik metabolizma
esnasinda siirekli olarak {iretilir ve ¢esitli biyolojik antioksidanlar tarafindan ortamdan uzaklagtirilir.
Ancak antioksidan koruma hi¢bir zaman %100 etkinlikte degildir, bu nedenle hayatta kalmak i¢in

tamir mekanizmalarinin varligr onemlidir. Prooksidanlarda artma veya antioksidanlarin basarisizligi



oksidatif stres olusturur. Bu da molekiiler hasar ve doku zedelenmesiyle sonuglanir (152). Hiicre
membranlarinda meydana gelen serbest radikal hasar1 antioksidanlarin etki mekanizmalarim
anlamak ta oOrnek teskil edebilir. Serbest radikallerin olusturdugu lipit peroksidasyonunda

antioksidanlarin kullandiklar1 mekanizmalar su bagliklar altinda toplanabilir (152):
1. Oksijeni uzaklastirmak veya lokal oksijen konsantrasyonunu diisiirmek,

Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirmak,
0O’ ve H,0, gibi anahtar reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirmak,
Hidroksil, alkoksil, ve peroksil tiirleri gibi serbest radikalleri toplamak,

Zincir reaksiyonlarini kirmak,

AN O i

Singlet oksijeni toplamaktir.

Antioksidan savunma sistemleri; enzimatik ve enzimatik olmayan, seliiler ve ekstraseliiler

antioksidanlar olarak farkli sekillerde siniflandirilabilir (154).

Seliuler antioksidanlar; intraseliler antioksidanlar ve membran antioksidanlari olarak
siniflandirilabilir. Intraseliiler antioksidanlar, enzimatik antioksidanlardir. Bu antioksidanlar radikal
olusumunu Onlemek, olusan radikallerin etkilerini durdurmak, radikallerin olusturdugu oksidatif
hasar1 tamir etmek, hasarlanmis molekiillerin eliminasyonu gibi fonksiyonlari yerine getirirler (154).
Urik asit, biliriibin ve askorbik asit sitoplazmik yerlesim gosteren antioksidan etkili molekiillerden

bazilaridir (164).

Membran antioksidanlar1 E vitamini ve B-karoten gibi lipofilik molekiiller olup serbest radikallerle

reaksiyona girerek biyolojik membranlar lipit peroksidasyonundan korur (164).

Seriiloplazmin, transferrin, haptoglobin ve albumin hiicre dis1 antioksidanlar olup, serbest radikal
hasarina kargs1 hiicrenin korunmasina katkida bulunurlar. Seriiloplazmin bakir iyonlarini baglayarak
metal katalizli reaksiyonlar1 kisitlar ve demirin transferrine baglanmasini kolaylastirir. Transferrin
demiri baglayarak, haptoglobin serbest hemoglobini baglayarak ve albiimin bakir1 baglayarak
antioksidan etki gosterir (155,164).

Intraseliiler Antioksidanlar

Siiperoksid Dismutaz : 0,1 katalitik olarak uzaklastirir
Katalaz : Yiiksek konsantrasyonlardaki H,O,’yi uzaklastirir
Glutatyon peroksidaz : HO,’yi ve organik hidroperoksitleri uzaklastirir

Membran Antioksidanlar:
Vitamin E : Yagda ¢oziiniir, zincir kirici antioksidandir
B-karoten : Yagda ¢oziiniir, radikal tutar ve singlet oksijeni giderir

Koenzim Q antioksidan : Antioksidan olarak etki gosterebilir



Ekstraseliiler Antioksidanlar

Transferin : Ferrik iyonlar1 baglar

Laktoferrin : Diisiik pH’da ferrik iyonlar1 baglar
Haptoglobin : Hemoglobini baglar

Hemopeksin : Hemi baglar

Albumin : Bakir1 ve hemi baglar

Seriiloplazmin : Bakir iyonlarin1 baglar ve O, yi toplar
Ektraseliiler SOD : 0,1 katalitik olarak uzaklastirir
Ekstraseliiler GPx : HO,’yi ve organik hidroperoksitleri uzaklastirir
Biliriibin : Peroksil radikallerini tutar

Mukus : "OH radikalini tutar

Urik asit : Radikal tutucudur

Glikoz : "OH radikalini tutar

Enzimatik Antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Superoksit dismutaz (SOD)

Katalaz (KAT)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon reduktaz (GR)

Glutatyon S-transferaz (GST)

Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH)

Nonenzimatik Antioksidanlar

a) Yagda coziinen radikal tutucular: a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, Bilirubin, Ubikinol.
b) Suda coziinen radikal tutuculari: Glutatyon, Askorbik asit (C vitamini) urik asit.

¢) Metal iyonlarnm baglayan proteinler: Ferritin, transferrin, haptoglobin, seruloplazmin,

albumin.

d) NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, Ca+2 kanal blokorleri, lokal anestezikler
e) Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopurinol, oksipurinol, folik asit, tungsten

f) Fe redoks dongusunun inhibitorleri: Desferoksamin, seruloplazmin

g) Sitokinler: TNF ve IL-1



h) Notrofil adezyon inhibitorleri

1) Barbitiiratlar

i) Stobadin

Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiren reaksiyonu
katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD enziminin memelilerde ii¢ ayri tipi bulunur. Bunlar
mitokondrial, sitozolik ve ekstraseliiler formlardir. Sitozolik ve ekstraseliiler form aktif bolgesinde
Cu, Zn bulundururken mitokondriyal form Mn bulundurur (140). Sitozolik Cu/Zn SOD memeli
hiicrelerinde en fazla bulunan izomerdir. Enzimin aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko
sorumludur. Ekstraseliiler SOD Cu ve Zn icermesine ragmen sitozolik SOD’dan farklidir. Molekiil

agirligi daha biiytik olup glikoprotein yapidadir (169).

Mn-SOD, mitokondrilerde bulunur ve her biri bir manganez atomu igceren dort alt {initeden olusur
(170) . Bircok insan kanserlerinde Mn-SOD’un azaldig1 gosterilmistir ve ¢ogu vakada aktivitedeki
bu azalma defektif gen ekspresyonunun sonucu olarak degerlendirilmistir. Proteinlerin katalitik

aktiviteleri ve stabiliteleri de Mn-SOD tarafindan degistirilebilir (155).

Siiperoksid dismutaz O, radikalini ortamdan uzaklastirarak hiicreleri oksidatif hasardan korur.

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyilkk molekiillii lipit hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Bu enzim dort protein alt iinitesinden olusan tetramerik bir yapida
olup her bir initenin aktif bolgesinde bir atom selenyum (Se) elementi bulunur. Sitozol ve
mitokondride bulunan bu enzim, karaciger ve beyinde orta, kasta ise diisiik diizeyde aktivite gosterir
(150). Glutatyon peroksidaz, asir1 hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSG, glutatyon disiilfit) oksidasyonunu katalizler. Boylece, H,O, suya doniistiiriilerek detoksifiye
edilmis olur (155,171). Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan
GSH-Px (Se-GSH-Px) sitozol ve mitokondride bulunmaktadir. Hem H;O, hem de lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se GSH-Px) ise
sadece lipit hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipit peroksidasyonunun

baglamasini ve ilerlemesini onlemektedir (172).

Glutatyon rediiktaz (GR)



Glutatyon peroksidaz tarafindan H,O, ve diger lipit peroksitlerinin rediiksiyonu sirasinda
glutatyonun okside glutatyona doniistiiriiliir. Bu okside formun, ileride kullanilmak iizere, tekrar
rediikte GSH’a doniistiiriilmesi gereklidir, ¢iinkii organizmada GSH deposu sinirlidir. Glutatyon

rediiktaz enzimi, NADPH varliginda bu indirgenme olayini katalizler (153,158,173).

Katalaz (CAT)

Katalaz, esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda dort hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Hayvanlarda tiim viicut organlarinda bulunan katalaz, karaciger ve eritrositlerde

yogunlagmustir (150).
Katalaz, kataliz gorevini iki farkli yolla gerceklestirir (174).

1. H,0; in parcalanmasi (katalitik reaksiyon)

2. Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon)

Katalaz, SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen peroksiti su ve molekiiler
oksijene parcalayarak biyolojik sistemleri H,O,’in zararlarina kars1 korur (145,151,174). Ayrica
katalaz enzimi hidrojen peroksit varliginda peroksidaz etkisi ile metanol ve etanol gibi alkolleri,

formaldehid ve asetaldehide oksitlerler (150).
Enzimatik Yapida Olmayan Antioksidanlar
Enzimatik yapida olmayan antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakl: olabilir.

Endojen Kaynakhh Nonenzimatik Antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin, miyoglobin, iirik asit,

bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit, albumin ve glutatyondur.

Ekzojen Kaynakhh Nonenzimatik Antioksidanlar: -karoten, vitamin C ve vitamin E’dir (175).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Cahismada Kullanilan Hayvanlar

Calismada, Erciyes Universitesi Tarimsal Arastirma ve Uygulama Merkezinden (ERUTAM) temin
edilen ortalama 40.15+8.59 kg agirliklarinda, 1 yash, gebelik ve laktasyon donemlerinde olmayan,
klinik muayeneleri sonucu saglikli olduklar: belirlenen 10 adet koyun kullanildi. Calismanin biitiin
deneysel asamalarinda, koyunlardan 0. saatte alinan kan, serum ve biyopsi 6rnekleri kontrol grubu

olarak degerlendirildi.
3.1.2. Arastirmada Kullamlanilan Ara¢ Gerec, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Phlorizin Dihydrate (1000 mg, Sigma P 3449): Calismada phlorizin, koyunlarda serum lipid

profili ve oksidatif stres parameterleri iizerine etkisinin incelenmesi amaci ile kullanildi.

Acephromazin Maleate (50 mg, Sigma A 7111): Koyunlarda biyopsi Oncesinde sedasyon

saglanmasi amaci ile kullanildi.

Lidocain (20 mg/ml, Adeka): Koyunlarda biyopsi oncesinde lokal anastezi saglanmasi amaci ile

kullanildi.
Biyopsi ignesi (Egemen®, Tiirkiye): Koyunlarin karacigerinden biyopsi almak amaci ile kullanildi.
Multisample Kan Toplama Ignesi: Calismada, koyunlardan kan almak icin kullanildi.

Vakutainer Cam Tiip (Pihtilasma Aktivatorlii Antikoagulantsiz, 10 ml, 100’liik): Calismada

kullanilan koyunlardan kan almak icin kullanildi.
Vakutainer Cam Tiip (Heparinli): Calismada kullanilan koyunlardan kan almak i¢in kullanildi.
Vakutainer Cam Tiip (EDTA’h): Calismada kullanilan koyunlardan kan almak i¢in kullanildi.

Ependorf Tiipii (1,5 ml): Serum ve plazma 6rneklerinin analiz islemlerine kadar saklanmas1 amaci

ile kullanildi.

Enjektor 2 cc’lik: Calismada, koyunlardan kan almak i¢in kullanildi.

Enjektor 10 cc’lik: Calismada, koyunlardan kan almak i¢in kullanildi.

Pembe Uclu Igne: Calismada kullamlan koyunlara deri alt1 pholorizin enjeksiyonu i¢in kullanildi.

NEFA (Esterlesmemis Yag Asitleri) Analizi Test Kiti (Zenbio, Katalog No: SFA-1, USA):

Koyunlardan elde edilen serumlarda NEFA analizlerinin yapilmas: amaciyla kullanildi.



Kit Icerigi:

Analiz Pleyti (Assay Plate)

Seyreltme Tamponu (Diluation Buffer)
NEFA Standart

NEFA Seyreltici A (NEFA Diluent A)
NEFA Seyreltici B (NEFA Diluent B)
NEFA Reaktif A (NEFA Reagent A)
NEFA Reaktif B (NEFA Reagent B)

Kaset

Beta Hidroksi Biitirik Asit (BHB) Test Kiti (BioVision, Katalog No: K632-100; Milpitas-

USA): Calismada kullanilan koyunlarin serum orneklerinde BHB analizlerinin yapilmasi amaciyla

kullanildi.
Kit Icerigi:
BHB Analiz Tamponu (BHBAssay Buffer)

BHB Enzim Karisimi  (BHBEnzyme Mix)

96 kuyucuklu
12 ml

1 mM Stock.
10.5 ml

5.5 ml

1 Sise

1 Sise

2 adet

25 ml

Liyofilize

BHB Substrat Karisimi (BHBSubstrate Mix)

BHB Standart (10 mM)

Liyofilize

Liyofilize

Aseto asetik asit (AcAc) analizi Test Kiti (EnzyChromTM Ketone Body Assay Kit) (EKBD-

100, Hayward-USA): Calismada kullanilan koyunlarin serum o6rneklerinde AcAc analizlerinin

yapilmasi amaciyla kullanildi.

Kit Icerigi:

AcAc Tamponu (AcAc Buffer) 20 ml

AcAc Reaktifi (AcAc Reagent) 1 ml

AcAc Standart 200 ul 80 mM
HBDH Enzim 120 pl



Total Oksidan Seviye (TOS) Test Kiti (Rel Assay Diagnostics, Uriin Kodu: RL0024,
Gaziantep/Tiirkiye): Caligmada kullanilan koyunlarin serum orneklerinde TOS diizeylerinin

belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Kit icerigi:

Reaktif 1 (Analiz Tamponu) 50 milx1
Reaktif 2 (Prokromojen Soliisyonu) 10 mlx1

Standart 1 (Blank Soliisyonu) Deiyonize Su

Standart 2 Soliisyonu 10 mlx1

Total Antioxidant Seviye (TAS) Test Kiti (Rel Assay Diagnostics, Uriin Kodu: RL0017,
Gaziantep/Tiirkiye): Caligmada kullanilan koyunlarin serum orneklerinde TAS diizeylerinin

belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Kit icerigi:

Reaktif 1 (Analiz tamponu) 50 milx1
Reaktif 2 (Renkli ABTS Radikal Soliisyon) 10 mlx1

Standart 1 (Blank Soliisyonu) Deiyonize Su

Standart 2 Soliisyonu 10 mlx1

Mikrotom Bicagi (Thermo Scientific MB35): Koyunlardan alinan biyopsi orneklerinden
histopatolojik kesit almak i¢in kullanildi.

Eosin Y Soliisyonu (Sigma HT ): Calismada kullanilan koyunlardan elde edilen biyopsi

orneklerinden alinan kesitlerde histopatolojik boyama yapilmasi amaci ile kullanildi.

Glikoz Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde, glikoz parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’'nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.

Albumin Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde albumin parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000,USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.



Total Protein Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde total protein parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.

Ure Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde kan iire parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.

Kreatinin Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde kreatinin parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.

Aspartat Aminotransferaz (AST), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA):
Koyunlardan elde edilen serum Orneklerinde AST parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA)

spektrofotometrik olarak belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Alanin Aminotransferaz (ALT), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA):
Koyunlardan elde edilen serum Orneklerinde ALT parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA)

spektrofotometrik olarak belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Alkalen Fosfataz (ALP), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde
edilen serum Orneklerinde ALP parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam
otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik

olarak belirlenmesi amaci ile kullanildu.

Gama Glutamil Transferaz (GGT), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA):
Koyunlardan elde edilen serum oOrneklerinde GGT parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA)

spektrofotometrik olarak belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Laktat Dehidrogenaz (LDH), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan
elde edilen serum Orneklerinde LDH parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam
otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik

olarak belirlenmesi amaci ile kullanilda.



Trigliserit (TG), Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen
serum Orneklerinde TG parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanilda.

Amilaz, Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde amilaz parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak

belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Lipaz, Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde lipaz parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya
oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) spektrofotometrik olarak belirlenmesi amaci
ile kullanilda.

HDL Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde HDL parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik
biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) enzimatik kolorimetrik metot ile

belirlenmesi amaci ile kullanildi.

LDL Spektrofotometrik Kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen serum
orneklerinde LDL parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya
oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) enzimatik kolorimetrik metot ile

belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Total Kolesterol spektrofotometrik kit (Abbott Diagnostic, USA): Koyunlardan elde edilen
serum Orneklerinde total kolesterol parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda tam
otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Abbott Architect C 16000, USA) enzimatik kolorimetrik

metot ile belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Insiilin Hormonu Analiz Kiti (Siemens 06609316 Immulite® 2500 Insulin Kit, USA):
Koyunlardan elde edilen serum Orneklerinde insiilin parametrelerinin Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda tam otomatik biyokimya oto analiz cihazinda (Immuno Assay System (Simens,

Immulite 2000XPi, USA) belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Kan Sayim Cihazi (Mindray BC-2800 Vet, Cin) ve Cihaza Ait Panasonic KX 1150 Multi-

Mode: Kan parametrelerinin 6l¢iimii i¢in kullanildi.

100 ve 1000 pl’lik Otomatik Pipetler (Finntip, Thermo, Finland): Biyokimyasal analizlerde
kullanildi.



Santrifiij (10 mlx20 Tiipliik): Antikoagulantsiz kan 6rneklerinde serum cikarilmasi i¢in kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Klinik Muayene

Klinik muayene amaciyla hayvanlarin genel goriiniimii, hayvanlarda viicudun tutulusu, kil

ortiisiiniin, mukozalarin (agiz, konjuktiva) ve lenf yumrularinin muayenesi yapildi. Koyunlarin

kulak kiipesi numaralar1 kaydedildi. Yaptigimiz klinik muayene ile saglikli oldugu belirlenen 10

adet koyun caligmaya dahil edildi. On bes giinliik adaptasyon doneminde ve calisma siiresince

koyunlar, 6 kg/bas/giin olacak sekilde arpa, misir silaji, kuru yonca ve arpa samani igceren rasyon ile

beslendi (Tablo 3.1.). Kullanilan rasyonun konsantre yem : kaba yem oram 11.7 : 88.3 idi.

Koyunlara yalama tas1 seklinde vitamin-mineral premiksleri ve ad libitum su verildi.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan koyunlara verilen yemin bilesimi (%)

Verilen Yemin I¢erigi Dogal Halde kg Iggzl:nl\:l[:ige I;“;;ﬁ:‘};je
Misrir Silaji 30 11 28.6
Kuru Yonca 15 14 36.4
Arpa Samani 10 9 233
Arpa 5 4,5 11.7
Toplam 60 38.5 100

3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hayvanlarin vena jugularisinden hematolojik ve biyokimyasal

analizler i¢in vakumlu

antikoagulansiz, heparinli ve EDTA’l1 cam tiiplere holder ve uygun igne yardimi ile phlorizin

uygulamasindan 6nce 0. saatte ve phlorizin uygulanmasindan sonraki 12, 24, 48, 72, 96 ve 120.

saatlerde, yem verilmeden 6nce 9 ml kan ornekleri alindi.

Sekil 3.1. Koyunlardan Kan alinmasi



3.2.3. idrar Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan koyunlardan 0, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde koyunlarin agiz ve
burunlar1 kapatilip uyarilmak suretiyle {irinasyon yapmalar1 saglanip, aseptik idrar toplama

kaplarina idrar 6rnekleri alindi.

Sekil 3.2. Idrar alma yontemi Sekil 3.3. Koyunlardan idrar alinmast
3.2.4. Koyunlara Phlorizin Uygulanmasi

Calismada kullanilan koyunlara 0. saatte kan ve idrar Ornekleri alinmasimi takiben 10 mg/kg
dozunda deri alt1 yolla tek doz phlorizin (etki siiresi 3-10 giin), (100 gr/kg polietilen glikolda

cozdiiriilerek) uygulandi.

B g

Sekil 3.4. Phlorizin dihydrate Sekil 3.5. Koyunlara deri alti phlorizin enjeksiyonu

3.2.5. Kan Orneklerinin islenmesi

Vakumlu antikoagulansiz tiiplere alinan kan ornekleri 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
3000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ¢ikarildi. Daha sonra 6rnekler biyokimyasal ve

hormon analizleri yapilana kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Sekil 3.6. Santrifiij edilmis kan 6rnekleri



3.2.6. Hematolojik Analizler

Hematolojik analizler icin EDTA’L tiiplere 4 ml kan 6rnekleri alindi. EDTA’I1 kan 6rneklerinde
trombosit (10*/ul) total 16kosit (WBC) (10°/ul), eritrosit (RBC) (10*/ul) sayilari, hemoglobin (g/dl)
ve hematokrit (%) degerleri Mindray BC-2800 Vet kan sayim cihazi kullanilarak o6lciildii.

Sekil 3.7. EDTA’l1 kan 6rneklerinin kan sayim cihazinda kan sayimlarinin yapilmasi

3.2.7. idrar Orneklerinin incelenmesi

Santrifiije edilmemis idrar orneklerine bekletilmeden test stripleri (Healgen, URS-10T Reagent
Strips, USA) batirildi ve manuel olarak goz ile bakida kutunun iizerindeki renk skalasina gore
idrardaki lokosit, dansite, pH, glikoz, protein, kan, biluribin, urobilinojen ve keton cisimcikleri

yoniinden degerlendirildi.

Sekil 3.8. Idrar 6rneklerinin test stripleri ile degerlendirilmesi



3.2.8. Biyokimyasal Analizler

Calismada kullanilan koyun serum orneklerinde NEFA, BHBA, AcAc diizeyleri proje biitcesinden
temin edilen ticari kitler ile Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA, Bio-Tek, Tiirkiye)
teknigi kullanilarak belirlendi.

3.2.8.1.NEFA (Esterlesmemis Yag Asitleri) Analizi
Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

Standartlar, 0, 1.4, 4.1, 12.3, 37, 111 ve 333 uM derisimde olacak sekilde ayarlandi. Bu amagla; test
kitinin icersinde bulunan sulandirma tamponundan 120’ser pl 6 adet bos tiipe ilave edildi. Daha
sonra standart soliisyondan (1.0 mM) 60 ul alinarak yukarida bahsedilen alt1 tiipte sekil 3.8°‘de
gosterildigi gibi sirasiyla derisimleri 333, 111, 37, 12.3, 4.1, 1.4 uM olacak sekilde diliisyon serileri

elde edildi. Sulandirma tamponunun kendisi de standart O olarak kullanildi.

Sekil 3.9. Standart soluyon derisimlerinin hazirlanmast

NEFA Reaktif A’nin Hazirlanmasi: 10.5 ml NEFA seyreltici A soliisyonu NEFA reaktif A
sisesine ilave edilerek hazirlandi. Hafif bir sekilde dairesel hareketlerle karistirilarak 2-8 °C’de

muhafaza edildi.

NEFA Reaktif B’nin Hazirlanmasi: 5.5 ml NEFA seyreltici B soliisyonu NEFA Reaktif B
sisesine ilave edilerek hazirlandi. Hafif bir sekilde dairesel hareketlerle karistirilarak 2-8 °C’de

muhafaza edildi.
Testin Yapilisi

ELISA pleytindeki 60 kuyucuga 5’er pl serum numuneleri ilave edildi ve orneklerin son

hacimleri 50 ul’ye, 45 pl diliisyon tamponu kullanilarak, tamamlandi. Diger her bir



kuyucuga 50’ser ul standart soliisyonlardan ilave edildi (0, 1.4, 4.1, 12.3, 37, 111 ve 333
uM).

Test kitinin icerisinde mevcut olan kasetlerden birisine 10.5 ml sulandirilmis NEFA Reaktif
A ilave edildi. Kaset icersindeki NEFA Reaktif A’dan 100’er pl pleytin her bir kuyucuguna
ilave edildi ve hafifce karistirildiktan sonra 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

Test kitinin icersinde mevcut olan kasetlerden digerine ise 5.5 ml sulandirilmis NEFA
Reaktif B ilave edildi. Kaset icersindeki NEFA Reaktif B’den 50’ser pl pleytin her bir
kuyucuguna ilave edildi ve hafifce karistirildiktan sonra 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda pleyt 5 dakika siiresince oda 1sisinda bekletildi. Bu esnada
kuyucuklar hava kabarcigi olusumu yoniinden incelendi. Herhangi bir hava kabarcigi
gozlenmesi yanlis sonug vereceginden dolayi, olusan hava kabarciklari toplu igne vasitasi ile
yok edildi. Daha sonra pleyt ELISA cihazina yerlestirilerek 540 nm’de her bir kuyucugun

absorbansi okundu.
Sonucun Degerlendirilmesi:

540 nm’de okunan optik dansite (OD) degerleri pM cinsinden NEFA parametresi olarak
degerlendirildi.

Sekil 3.10. NEFA analizinde ELISA pleytindeki goriintii

3.2.8.2. Beta Hidroksi Biitirik Asit (BHB) Analizi
Reaktiflerin Hazirlanmasi ve Depolama Kosullar:

Enzim Karisimi: Liyofilize BHB enzim karisimi kullanilmadan 6nce 220 ul BHB analiz tamponu

ile yavas bir sekilde pipetaj yapilarak ¢oziindiiriildii ve -20°C’de muhafaza edildi.

BHB Subsrat Karisimi: Kullanilmadan 6nce substrat karisimina 220 ul BHB analiz tamponu ilave

edildi. Iyice karistirildi. Isikla temasi engellenerek -20°C’de muhafaza edildi.



BHB Standart: Bu reaktif 10 mM derisimde olacak sekilde hazirlandi. Bu amacla liyofilize haldeki
BHB Standart 100 pl distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve -20 °C’de muhafaza edildi.

Testin Yapilisi

1.

Standart Egrinin Hazirlanmasi: 10 mM olarak hazirlanan BHB standart reaktifi 90 pl
distile su ilave edilerek ve vortekslenerek 1.0 mM’a seyreltildi. ELISA pleytindeki ilk sekiz
kuyucuktan 6’ sina sirasiyla 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 pl dilie BHB standart soliisyonu ilave
edildi. Her bir kuyucuktaki BHB standart miktarlar1 (0, 4, 8, 12, 16 ve 20 ul) uygun

hacimlerde BHB analiz tamponu ilave edilerek 50 pl’ye tamamlandi.

Ornegin Hazirlanmasi: Bu amagla ELISA pleytinde kalan diger kuyucuklara 5’er pl serum
ornegi ilave edildi. Daha sonra serum Orneklerinin iizerine 45 pl BHB analiz tamponu ilave

edilerek total hacim 50 ul’ye tamamlandi.

Reaksiyon karisimin hazirlanmasi: Tek bir 6rnek/standart i¢in 46ul BHB analiz tamponu
tizerine 2ul BHB enzim karisimi ve 2ul BHB substrat karisimi ilave edilip karistirilarak total

hacmi 50 pl olacak sekilde reaksiyon karsimi hazirlandi.
Testin Yapilisi

ELISA pleytindeki kuyucuklara daha onceden ilave edilen ve son hacimleri BHB analiz
tamponu ile 50 pl’ye tamamlanan standart ve orneklerin iizerine hazirlanan reaksiyon
karistmindan 50°ser pl ilave edildi ve dikkatli bir sekilde karistirildi. Daha sonra karanlik
ortamda oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Inkubasyon siiresi sonucunda ELISA

okuyucusunda 450 nm’de 0rnek ve standartlarin OD’si 6l¢iildii.
Hesaplama

Orneklerin BHB konsantrasyonu (C) = Ay/Sv (nmol/ul)

Ay : Standart egride incelenen 6rnegin BHB (nmol) miktari

Sv : Kuyuya ilave edilen 6rnegin voliimii (ul)

p-Hidroksibiitirik asitin molekiil agirhg:: 104.1

3.2.8.3. Aseto asetik asit (AcAc) Analizi

Standartlarin Hazirlanmasi: 5 pl AcAc standart soliisyonu 45 pl distile su ile karigtirilmak

suretiyle 8 mM derisiminde standart soliisyon hazirlandi.

Calhisma Reaktifinin Hazirlanmasi: Pleytteki tek bir kuyucuk i¢in 195 pl AcAc tampon, 8 ul

AcAc Reaktif ve 0.5 ul HBDH Enzim igeren karisimi hazirlandi. Kuyucuk sayisina gore bu miktar

modifiye edildi.



Blank Reaktifinin hazirlanmasi: 195 pl AcAc tampon ve 8 pl AcAc reaktif karigimi blank reaktifi
olarak kullanildi.

Testin Yapilisi

1. ELISA pleytindeki kuyucuklardan ilkine 5 pl distile su, ikincisine 5 pl AcAc standart
soliisyondan (8 mM) ilave edildi. Daha sonraki iki kuyucuga ayni serum oOrneginden 5 pl

konuldu. ki kuyucuktan birisi 6rnek digeri 6rnek blank olarak degerlendirildi.

2. 195 pl calisma reaktifi, distile su, standart ve orneklerin oldugu kuyucuga ilave edildi. 195
pl blank reaktifini da 6rnek blank’inin oldugu kuyucuga ilave edildi ve playt yavas bir
sekilde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda

kuyucuklarin absorbansi 340 nm’de okundu.
Hesaplama

[ACAC] = (ODBLANK - ODORNEK / ODH20 - ODSTANDARD) x 8 (mM) formuliine gére Serum

orneklerinin aseto asetik asit miktarlari belirlendi.

Konvansiyonel biyokimya analizlerinden; glikoz, albumin, total protein, iire, kreatinin, AST, ALT,
ALP, GGT, LDH, TG, amilaz, lipaz, LDL, HDL ve total kolesterol diizeyleri Erciyes Universitesi
T1p Fakiiltesi Merkez Laboratuari’nda tam otomatik biyokimya oto analiz cihaz1 (Abbott Architect

C 16000, USA) kullanilarak belirlendi.

Koyun serum orneklerindeki insiilin diizeyi de aym sekilde Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Laboratuvari’nda Immuno Assay System (Simens, Immulite 2000XPi, USA) cihazinda
tespit edildi.

3.2.9. Oksidatif Stress Parametrelerinin Belirlenmesi
Total Oksidan Seviyenin (TOS) Belirlenmesi

Calisma Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi: Standart soliisyonu hazirlamak icin Stok Stabil
Standart Soliisyon (SSSS, 800 mM H,0, Equiv/L) 40.000 kere deiyonize su ile diliie edildi. Bu
amac¢ ile 50 pl SSSS’na 10 ml deiyonize su ilave edilerek vortekslendi (1. adim diliisyon).
Hazirlanan bu soliisyondan tekrar 50 pl alinarak 10 ml deiyonize su ilavesi ile vortekslendi (2. adim

diliisyon). Bu sekilde Standart soliisyonun final konsantrasyonu 20 uM H,0,’e ayarlandi.
Testin Yapihisi:

1. ELISA pleytindeki ilk kuyucuga 500 pl Reaktif 1 ve 75 pl calisma standart soliisyondan
ilave edildi. Pleytteki diger kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 ve 75 pl serum 6rnegi konularak

530 nm de okunarak standart ve numunelerin de ilk absorbans1 kaydedildi.



2. Dabha sonra her bir kuyucuga 25 pl Reaktif 2 eklenip, oda 1sisinda 10 dakika ya da 37 °C’de
5 dakika inkiibe edildikten sonra 530 nm’de ikinci absorbans degeri okutuldu.

Sekil 3.11. TOS analizinde ELISA pleytindeki goriiniim
TOS Degerinin Hesaplanmasi
TOS= (AAbs Ornek / AAbs Satandart 2) X 20(Standart 2 Degeri)
AAbsOrnek= (Ornegin ikinci absorbans 6l¢iim degeri — Ornegin birinci absorbans 6lgiim degeri)
AAbs Satandart 2= (Standartin ikinci absorbans dl¢iim degeri — standartin birinci absorbans dl¢iim
degeri)
Standart 2 Degeri= 20pumol H,O, Equiv/L
Total Antioksidan Seviyenin (TAS) Belirlenmesi
Testin Yapilisi

1. ELISA pleytindeki ilk kuyucuga 500 pl Reaktif 1 ve standart 1 (Deiyonize su), ikinci
kuyucuga 500 pl Reaktif 1 ve 30 pl standart 2°den, diger kuyucuklara ise 30’ar pl numune
ve 500 pl Reaktif 1 ilave edilerek 660 nm’de numune ve standartlarin ilk absorbanslar

kaydedildi.

2. Daha sonra her bir kuyucuga 75 pl Reaktif 2 ilave edilip, oda 1sisinda 10 dakika ya da 37
°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 660 nm’de ikinci absorbans degerleri okutuldu.



Sekil 3.12. TAS analizinde ELISA pleytindeki goriintii

TAS Degerinin Hesaplanmasi
TAS degerinin hesaplanmasi icin asagida belirtilen formiil kullanildi.
TAS = [(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)] / [(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

AAbsorbans Degeri Standart 1= (Standart 1’in ikinci absorbans degeri — Standart 1’in ilk

absorbans degeri )

AAbsorbans Degeri Standart 2= (Standart 2’nin ikinci absorbans degeri — Standart 2’nin ilk

absorbans degeri )

AAbsorbans Degeri Ornek icin = (Ornegin ikinci absorbans degeri — 6rnegin ilk absorbans degeri
).

Oksidatif Stres indeksinin Hesaplanmasi (OSI)

Oksidatif stres indeksi asagidaki formiile gore hesaplandi:

OSI (%) = [TOS (mmol Trolox eqivalent/L) / TAS (umol H,O, equivalent/L)]

3.2.10. Ultrasonografik Muayene

Ultrasonografik muayeneler Schimatzu 350-A model ultrasonografi cihazinda 5 MHz' lik konveks
transduser kullanilarak yapildi. 7. interkostal araliktan son kostanin bir el ayasi gerisi arasinda kalan
saha jilet ile tiras edilip, alkol ile derinin yag1 uzaklastirildiktan sonra, transmisyon jeli siiriilerek 11
ve 12. interkostal aralikta karacigerin ultrasonografik muayenesi gerceklestirildi. Ultrasonografik
muayenede karacigerin yapisi, portal ve hepatik venleri, diyaframatik ve visseral yiizeyleri yaglanma

yoniinden incelendi.

Ayrica bu calismada, koyunlarin sirt bolgesindeki yaglanmayi belirlemek amaci ile ¢alismadan 6nce
(O.saat) ve calismadan sonra (120. Saat) 12.-13. torakal vertebralar arasindaki bolge tiras edilip

ultrasonografi araciligi ile sirt yagi kalinliklar1 6l¢iimii yapildi.
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Sekil 3.13. Koyunlarin sirt bolgesindeki Sekil 3.14. Koyunlarmn sirt bolgesindeki
yaglanmanin ultrasonografi ile 6l¢iilmesi yaglanmanin ultrasonografik goriintiisii

3.2.11. Biyopsi Orneginin Alinmasi

Karacigerdeki yaglanmanin dercesini belirlemek amaci ile koyunlarin karacigerinden biyopsi
ornekleri alindi. Bu amacla, 14G (Egemen International®, Tiirkiye) biyopsi ignesi kullamildi.
Biyopsi 11. interkostal araliktan gerceklestirildi. Hayvanlardan biyopsi Ornekleri, phlorizin
uygulamasindan 24 saat Once ve caligma bitiminden 24 saat sonra (phlorizin uygulamasindan
sonraki 144. saatte) alindi. Biyopsi bolgesi tras edilip alkol ve betadin ile dezenfekte edildi.
Hayvanlara biyopsi yapilmadan Once analjezi saglamak amaci ile kas i¢i yolla 50 mg dozunda
acepromazin ve derialt1 yolla %2’lik lidokain’den 4 ml uygulandi. Steril bir bistiiri ile biyopsi

bolgesine ince bir kesit atild1 ve ultrason esliginde karaciger biyopsisi yapildi.

Sekil 3.15. Biyopsi Ignesi



Sekil 3.16. Koyunlarda biyopsi alma islemi Sekil 3.17. Koyunlarda karacigerden biyopsi
oncesi karacigerin ultrasonografik muayenesi alma isleminden 6nce bolgeye lokal anastezi
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Sekil 3.19. Koyunlarda karacigerden biyopsi alinmasi
sirasinda ultrasonografik goriintii. (Ok isareti= Biyopsi
Ignesi)

3.2.12. Histopatolojik Analizler

Calismada kullanilan koyunlardan alinan karaciger biyopsi ornekleri Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji anabilim dalinda %4’liikk nétralformalin soliisyonunda yarim saat ya da 1 saat
bekletilerek tespit edildi. Dokullar rutin yontemle takip edildikten sonra 3-5 pm kalinliginda kesitler
alinarak ve hematoksilen-eozin (HE) ile boyanarak 151tk mikroskobunda HxXE., x200 biiyiitmede

histopatolojik yonden incelendi



3.2.13. istatistik Analizler

Veriler IBM SPSS Statistics 20 ve SigmaStat 3.5 istatistik paket programlar ile degerlendirildi.
Verilerin 6zet gosterimi ortalama + standart sapma (ya da medyan, %25 ve %75 persentil) degerler
olarak verildi. Farklarin (verilerin) normalligine Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Iki ©lgiim
karsilagtirmalarinda veriler normal dagiliyorsa bagimli 6rnek t testi, veriler normal dagilmiyorsa
Wilcoxon testi kullanildi. ikiden fazla olciimlerin bulundugu karsilastirmalarda veriler normal
dagiliyorsa Tek Yonlii Tekrarli Varyans Analizi, veriler normal dagilmiyorsa Friedman Analizi
kullanildi. Coklu karsilastirma testleri olarak parametrik ve parametrik olmayan Student-Newman-

Keuls testleri kullanild. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. PHLORIZIN UYGULAMA SONRASINDA KLiNiK MUAYENE BULGULARI

Bu calismada kullanilan hayvanlarin phlorizin enjeksiyonundan sonra (120. saatte) yapilan klinik
muayenesinde (genel goOriiniimii, hayvanlarda viicudun tutulusu, kil ortiisiiniin, lenf yumrularinin,

mukozalarin muayenesinde ve ayrica istahlarinda) herhangi bir degisiklige rastlanmadi.
4.2. PHLORIZININ CANLI AGIRLIK UZERINE ETKISi

Bu calismada, koyunlarin phlorizin uygulandiktan 120 saat sonraki canli agirliklarinda, phlorizin
uygulamadan Oncesine (0. saat) gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0.015, Tablo

4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Koyunlarda (n=10) ortalama canli agirlik degisimleri

Phlorizin uygulamasidan Phlorizin uygulamasmdan
Parametre B o ) s
once (0. saat) X = 55 sonra (120. saat) A T
Canl agirlik (kg) 40.15+8.59° 39.09+8.53"

. Her iki siitun arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p=0.015).

60
50

10

kg

30

20

10

1 1
Calisma Oncesi Calisma Sonrasi

Sekil 4.1. Phorizin uygulama 6ncesi (0. saat) ve sonrasinda (120. saat) canli agirlik degisimleri



4.3. HEMATALOJIK ANALIiZ SONUCLARI

Bu ¢alismada, koyunlardan phlorizin uygulamadan 6nce (0. saat) ve uygulandiktan sonra 12, 24, 48,
72, 96 ve 120. saatlerde EDTA’l tiiplere alinan kan 6rneklerinin, kan sayim cihazinda (Mindray
BC-2800 Vet, Chiene) olciilmesi ile elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; Ortalama WBC
degerlerindeki 0.-96., 0.-120., 12.-96., 12.-120., 24.-96., 24.-120., 48.-96., 48.-120., 72.-96., 72.-
120., saatler arasindaki azalma istatistiksel olarak onemli idi (p<0.05, Tablo 4.2 ). Ortalama RBC
degerlerindeki degisikliklerin istatistiksel olarak énemsiz oldugu belirlendi ( Tablo 4.2). Ortalama
HGB degerlerinde 0. saate gore 12. saatte artis, 12.-48., 12.-96., 12.-120., 24.-48., 24.-72., 24.-96.,
24.-120. saatler arasinda azalmalar gozlemlendi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde bu
farkliliklarin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.001, Tablo 4.2). Ortalama HCT degerleri icin sadece
12.-48. saatler arasindaki azalma istatistiksel olarak onemli bulundu (p=0.02, Tablo 4.2). Ortalama
MCV degerleri incelendiginde, phlorizin uygulamasindan dncesine gore 12. saatte MCV degerinin
arttign belirlenirken, 12.-24., 12.-48., 12.-72., 12.-96., 12.-120. saatler arasinda ise azalma
gozlemlendi. MCV degerlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahip idi
(p=0.003, Tablo 4.2 ). Phlorizin uygulanmasindan sonra ortalama MCH diizeyi 48, 72, 96 ve 120.
saatlerde azaldi. Aym1 zamanda phlorizin uygulandiktan sonra 12.-48., 12.-72., 12.-96., 12.,120.,
24.-48., 24.-72., 24.-96., 24.-120. saatler arasinda da anlaml1 bir azalma belirlendi (p<0.001, Tablo
4.2). Ortalama MCHC degerlerinde 0. saate gore, 12. saatte artis, 12.-48., 12.-72., 12.-96., 12.-120.,
24.-72., 24.-120. saatler arasinda istatistiksel acidan anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05, Tablo
4.2). Ortalama RDW degerleri arasindaki degisiklikler istatistiksel yonden onemsiz olarak belirlendi
(Tablo 4.2). Ortalama PLT degerleri incelendiginde, 0.-120., 12.-120.,24.-120., 48.-120., 72.-120.,
96.-120. saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlendi (p=0.016, Tablo 4.2).
Ortalama MPV degerlerinde, 0.-12., 0.-24., 0.-72. arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir azalma
belirlenirken, 12.-48., 12.-96. saatler arasinda istatistiksel olarak onemli bir artis vardi (p=0.015,
Tablo 4.2). Ortalama PDW (Tablo 4.2) ve ortalama PCT (Tablo 4.2) diizeyleri degerlendirildiginde
herhangi bir istatistiksel fark tespit edilmedi (Tablo 4.2).
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4.4. IDRAR ANALIZi SONUCLARI



Calismada kullanilan koyunlardan 0, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde idrar toplama kaplarina
alinan idrar 6rneklerinin test stripleri ile muayenesinde 16kosite rastlanmadi. Idrar analizi sonucunda

idrar dansitesi, pH, glikoz ve keton cisimcikleri ile ilgili veriler Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'te gosterildi.

Tablo 4.3. idrar Analiz Sonuclar1

Parametereler

Dansite pH Protein

X + 55 X + 55 X+ S5

0.saat (n=10) 1007.0+4.2° 8.350+0.2 2.1+0.7°
12.saat (n=10) 1007.0+4.2* 8.300+0.2 2.9+0.3°
24.saat (n=9) 1003.8+4.8" 8.333+0.2 2,6+1,1°
48.saat (n=9) 1007.243.6* 8.222+0.2 1.9+1.0°
72.saat (n=10) 1009.0+4.5* 8.150+0.2 1.4+1.3
96.saat (n=10) 1005.0+4.7* 8.200+03 1.4+1.5°
120.saat (n=10) 1010+4.9™ 8.100+0.7 1.5+1.4°

“P¢. Her iki satir arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.005), n= hayvan sayisi

Bu calismada phlorizin uygulamadan 6nce (0. saat) ve uygulandiktan sonra 12, 24, 48, 72, 96 ve
120. saatlerdeki idrar analiz sonuglart degerlendirildiginde; dansite degerleri icin, sadece 24.-120.
saatler arasinda istatistiksel olarak onemli bir artig goriildii (p=0.019, Tablo 4.3). pH degerlerinde
ise phlorizin uygulamasindan Once ve sonra yapilan Olglimler arasinda istatistiksel bir fark
bulunmad1 (Tablo 4.3). Idrar protein oran1 0.-12., 0.-24. saatleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde artma 12.-48., 12.-72., 12.-96., 12.-120., 24.-48., 24.-72., 24.-96., 24.-120. saatler
arasindaki ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlendi (p<0.05, Tablo 4.3).

Calisma sonucunda, idrar glikoz miktarinda 0.-24., 0.-48., 0.-72., 0.-96., 0.-120., 12.-24., 12.-48.,
12.-72., 12.-96., 12.-120. saatlerde yapilan olciimlerde belirlenen artis istatistiksel olarak énemli idi
(p<0.001, Tablo 4.4.). Idrar keton oranlar1 icin phlorizin uygulamasindan nce ve sonra yapilan

Olctimler arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi (Tablo 4.4.).



Tablo 4.4. Idrar glikoz degerleri

Parametre
Glikoz n Keton n
Negatif (-) Pozitif (+) Negatif (-) Pozitif (+)

0.saat 10 0 10 10 0 10

12.saat 8 2% 10 10 0 10
24.saat 2 7° 9 6 3 9
48.saat 3 6" 9 9 0 9
72.saat 1 9b 10 9 1 10
96.saat 1 9P 10 9 1 10
120.saat 1 9P 10 8 2 10
Total 26 42 68 61 7 68

“> Her iki satir arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.001), n= hayvan sayist

4.5. BIYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

Bu calismada koyunlardan, phlorizin enjeksiyonundan once (0. saat) ve enjeksiyondan sonra 12, 24,
48, 72, ve 120. saatlerde alinan serum Orneklerine uygulanan Olciimler sonucunda elde edilen

biyokimyasal parametreler Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Calismada koyunlara phlorizin uygulanmas: sonucunda elde edilen biyokimyasal test sonuglari

degerlendirildiginde; 0.-12., 0.-24., 0.-48., 0.-72. ve 0.-120. saatler arasinda serum ortalama glikoz



diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlendi (p=0.031, Tablo 4.5). Trigliserit
diizeyleri incelendiginde phlorizin uygulamadan dnceye gore uygulama sonrasinda ortalama serum
trigliserit degerlerinde azalma goriildii. Ancak sadece 0.-120. saatler arasindaki azalma istatistiksel
olarak 6nemli idi (p=0.046, Tablo 4.5). Ortalama kolestrol, HDL, LDL, amilaz, AST, ALT, total
protein ve albiimin degerleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu belirlendi
(Tablo 4.5). Ortalama BUN seviyesi, 0.-12. saatler arasinda istatistiksel acidan anlamli bir azalma
goriiliirken, 12.-24., 12.-48., 12.-72., 12.-120., 24.-120., 72.-120. saatler arasinda anlaml1 bir artig
goriildii (p<0.05, Tablo 4.5). Ortalama kreatinin diizeyleri, phlorizin uygulamasi dncesine gore
uygulamadan sonraki 12. saatte istatistiksel agidan onemli bir sekilde azama, 12.-24., 12.-48.,12.-
72.,12.-120.,48.-120. saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p=0.002, Tablo
4.5). Ortalama lipaz degerlerinde 0. saate gore phlorizin uygulandiktan sonra 12, 24, 48 ve 72.
saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlemlendi. Yine 12.-24., 12.-72., 24.-72., 48.-72.
saatlerde ki artislarda istatistiksel olarak onemli idi. 12.-48, 12.-120., 24.-48., 24.-120. ve 72.-120.
saatler arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma kaydedildi (p<0.001, Tablo 4.5). Ortalama
GGT diizeyleri incelendiginde, 0.-120., 12.-120., 24.-120., 48.-120., 72.-120. saatler arasindaki
ortalama serum GGT seviyelerinde artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05, Tablo 4.5).
Ortalama LDH diizeyleri 12. saatte 0. saate gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis, 24, 48,
72 ve 120. saatlerde istatistiksel olarak onemli bir azalma belirlendi (p=0.05, Tablo 4.5). Phlorizin
uygulandiktan sonra 12.-24, 12.-48., 12.-72. ve 12.-120. saatlerde ortalama serum LDH
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlendi (p=0.05, Tablo 4.5). Ortalama ALP
diizeylerinde ise 48, 72 ve 120. saatlerde 0. saate gore istatistiksel olarak 6nemli bir azalma goriildii
(p<0.05, Tablo 4.5). Ortalama insiilin degerleri incelendiginde, 0.-24., 0.-48., 0.-72., 0.-120., 24.-
48., 24.-72., 24.-120. saatlerde istatistiksel olarak onemli bir diisme gozlemlendi (p<0.05, Tablo
4.5).

Ortalama AcAc diizeyleri arasindaki artis istatistiksel olarak énemsiz (Tablo 4.6.) bulundu. Ancak
ortalama BHB konsantrasyonlarinda, 0. saat ile kiyaslandiginda 12. saatte istatistiksel olarak
Onemsiz bir artis gosterirken, 0.-72., 0.-120., 12.-72., 12.-120, 24.-72., 24.-120. saatler arasindaki
istatistiksel yonden anlamli bir azalma gozlemlendi (p<0.05, Tablo 4.6.). Ortalama NEFA diizeyleri
ise 0. saate gore 12, 24, 48, 72 ve 120. saatlerde, ayrica phlorizin uygulamasini takiben 12.-48., 12.-
72., 12.-120., 24.-48., 24.-72., 24.-120., 48.-120 ve 72.-120. saatler arasinda istatistiksel acidan
onemli bir artig belirlendi (p<0.05, Tablo 4.6.).



Tablo 4.6. Calismada kullanilan koyunlarin (r=10) ortalama BHB, NEFA ve AcAc seviyeleri

0.Saat 12.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 120.Saat
Parametreler
¥+ 55 X + 55 ¥ + 55 X + 55 ¥+ 55 ¥+ 55

AcAc mg/dL 0.38+0.30 | 0.39+£0.27 | 0.47£0.25 | 0.53+0.10 0.50+0.12 0.50+0.11

BHB mg/dL 4.39+0.41* | 4.6240.53" | 4.25+0.22" | 3.96+0.33* | 3.89+0.24™ | 3.60+0.37"

NEFA mg/dL | 3.90+2.50° | 4.98+1.89° | 4.40+2.16° | 6.60£2.21" | 6.44+1.07° | 7.17+1.81°

“b¢. Her iki siitun arasindaki istatistiksel farki gstermektedir.
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Sekil 4.2. Phlorizin uygulama 6ncesi ve sonrasinda serum AcAc diizeylerindeki degisimler
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Sekil 4.4. Phorizin uygulama o©ncesi ve sonrasinda serum NEFA diizeylerindeki
degisimler



4.6. OKSIDATIF STRESS PARAMETRELERI ANALIZ SONUCLARI

Calismada koyunlara phlorizin uygulanmasi1 sonucunda elde edilen oksidatif stress
parametrelerinden ortalama TAS diizeyleri arasindaki farkin istatistiksel acidan 6nemsiz oldugu
tespit edilirken, ortalama TOS degerlerinde 0.-12., 0.-24., 0.-48., 0.-72., 0.-120., 24.-72., 24.-120.
saatler arasinda azalma (p<0.05) belirlendi (Tablo 4.7). Phlorizin uygulamasini takiben ortalama
TOS degerlerinde 12. saate gore; 24. saatte artis (p<0.05), 48, 72 ve 120. saatlerde azalma belirlendi
(p<0.05). Ortalama OSI degerlerinin phlorizin uygulanmadan 6nce ile kiyaslandiginda phlorizin
uygulamasi sonrasindaki tiim saatlerde azaldigi belirlendi. OSI degeri i¢in 12.-24. saatler arasindaki
azalma istatistiksel olarak 6nemsiz iken, diger saatler arasindaki azalmanin 6nemli oldugu belirlendi

(p<0.05, Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Caligmada kullanilan koyunlarin (n=10) ortalama oksidatif stres parametreleri

Parametereler
TOS TAS OSI
(umol H,0, equivalent/L) (mmol Trolox equivalent/L) (%)

X + 55 X + 55 X + 55
0.saat 4.38+0.99" 0.27+0.10 17.46+6.21°
12.saat 2.81%1.20° 0.260.10 11.26%5.09°
24.saat 3.45+0.84° 0.33+0.12 11.11£2.90°
48.saat 2.79+0.82¢ 0.27+0.06 10.56+2.81¢
72.saat 2.33+0.65¢ 0.25+0.08 9.89+3.15¢
120.saat 2.37+0.75¢ 0.25+0.06 9.7243.14°

abede Her iki satir arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,03).
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Sekil 4.6. Phorizin uygulama 6ncesi ve sonrasinda serum TOS diizeylerindeki degisimler
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Sekil 4.7. Phorizin uygulama 6ncesi ve sonrasinda serum OSI diizeylerindeki degisimler

4.8. ULTRASONOGRAFIK MUAYENE BULGULARI

Calismada koyunlarin sirt bolgesindesi yaglanmayi belirlemek amaci ile 12.-13. torakal vertebralar
arasindaki bolge iizerinden 0 ve 120. saatlerde ultrasonografi ile viicut yagi ol¢iimii yapildi.
Ultrasonografi sonucunda, phlorizin uygulamasi sonrasindaki 120. saatte koyunlarin sirt
bolgesindeki yag kalinliginda phlorizin uygulamadan oncesine gore istatistiksel olarak anlamli bir

azalma goriildii (p=0.008, Tablo 4.8., Sekil 4.5).

Tablo 4.8. Calismada kullanilan koyunlarin (n=10) ortalama sirt yag kalinliklar1

Phlorizin uygulamasindan Phlorizin uygulamasidan
once (0. saat) sonra (120. saat)
Parametre ¥+ ss X + 58§
Sirt Yag Kalinligi
(cm) 0.524+0.12° 0.44+0.09°

*®: Her iki siitun arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p=0.008).
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Sekil 4.8. Phlorizin uygulamasindan onceki (0. saat) ve sonraki (120. saat) ortalama sirt yagi

kalinliklar:

4.9. HISTOPATOLOJIK ANALiZ SONUCLARI

Calismada, phlorizinin karaciger iizerindeki etkisini belirlemek i¢in, ¢alismadan 24 saat Once ve
calisma sonuglandiktan 24 saat sonrasinda (144. saat) iki adet besi performansi iyi koyundan biyopsi
ornekleri alindi. Biyopsi sonrasi histopatolojik inceleme sonucunda; iki hayvanda da pholorizin
uygulama Oncesinde karaciger epitelyum hiicrelerinin bir¢ogunun stoplazmasinda biiyiikliikleri
farkli, elipsten yuvarlaga kadar degisen, keskin kenarl1 yag vakuollerine rastlandi. Ayrica Kupfer
hiicrelerinin sayica fazla olmasi dikkat cekti (Sekil 4.6, Sekil 4.8).

Phlorizin uygulandiktan sonra (144. saat) ise iki hayvanda da ¢ok dikkat ¢ekici sekilde olmasa da
fokal alanlar tarzinda hepatositlerin stoplazmalarindaki yag vakuollerinin sayisinda azalma goriildii.

Kupfer hiicrelerinin goriiniimii calisma 6ncesine benzer sekilde tespit edildi (Sekil 4.7, Sekil 4.9).

. . Sekil.4.10. Phlorizin uygulamasindan sonra (144.
Sekil.4.9. Phlorizin uygulamasindan 6nce 1 numarali saaty 1 numarah  hayvanin  karacigerinin
hayvanin  karacigerinin histopatolojik  goriinimii histopatolojik goriiniimii (HxE., x200)

(HxE., x200)



Sekil.4.11. Phlorizin uygulamasindan once 2 Sekil.4.12. Phlorizin uygulamasindan sonra
numarali hayvanin karacigerinin histopatolojik (144. saat) 2 numarali hayvanin karacigerinin
goriiniimil (HxE., x200) histopatolojik goriiniimii (HXE., x200)



5. TARTISMA VE SONUC

Phlorizin sigirlarda (5) ve koyunlarda (6) renal glikoz reabsorbsiyonunu ve ratlarda intestinal
absorbsiyonu engellemek icin kullanilmaktadir (7,8). Lyle ve ark. (48) tarafindan diivelerde 1.3
butanediol ve phlorizin ile meydana getirilen ketoziste, bu kimyasal maddelerin; glikoz atilimini
hizlandirdiklari, plazma glikoz konsantrasyonunu diisiirdiikleri, ketonemi ve ketoniiri
olusturduklari, serbest yag asiti konsantrasyonunu arttirdiklari, klinik belirtilere neden olduklar1
saptanmistir. Ayni aragtirmacilar, phlorizin enjeksiyonunun, glikozun kinetik metabolizmasini
etkileyerek glikoziiri ve ketonemiye neden oldugu, glikozun renal tubular reabsorbsiyonunun hem
kompetatif hem de non kompetatif inhibisyonu sonucu glikoziirinin sekillendigini bildirmislerdir

(48).

Koyun ve kecilere phlorizin enjeksiyonundan sonra hiypoglisemi, glikoziiri, ketonemi ve serbest
yag asiti miktarinda artislarin oldugu tespit edilmistir (6,50,176). A¢ birakilan koyunlarda bu
etkinin daha fazla ve kisa siirede olustugu bildirilmektedir (6). Serbest yag asiti
konsantrasyonundaki artisin nedeni, idrar yoluyla atilan glikozun, total kan sekeri diizeyinde
yetersizlige neden olmasi sonucu adipoz dokudaki yaglarin mobilizasyonuna baglanmaktadir (6).
Ketozis ve gebelik toksemisinde insiilin hormonu seviyesinin diismesi sonucunda serbest yag
asiti mobilizasyonunun hizlanabilecegi de Lyle ve ark. (48) tarafindan vurgulanmaktadir.
Ulkemizde de koyunlara phlorizin verilerek deneysel ketozis olusturulabilecegini belirten cesitli
yayinlar bulunmaktadir (9,10,176). Ketotik sigirlarda hipoinsiilineminin hipoglisemi ile iliskili
oldugu, eksojen keton cisimlerinin kdpeklerde insiilin seviyesini arttirdigi, benzer bir iligkinin

ruminantlarda da oldugu bildirilmektedir (48).

Bu calismada, viicut kondiisyon skoru yiiksek, ince kuyruklu, ortalama 1 yasli 10 adet koyundan
phlorizin uygulamasindan onceki (0. saat) ve sonraki 12, 24, 48, 72 ve 120. saatlerde kan
ornekleri almmarak uygulamadan Onceki ve sonraki serum lipit profili ve oksidatif stres
parametrelerinin yam sira keton cisimlerinin ve diger kimyasal parametrelerin (insiilin, glikoz,
albumin, iire, kreatinin, AST, ALT, ALP, GGT, LDH, TG, total protein, amilaz ve lipaz)
diizeyleri ol¢iildii. Ultrasonografi ile sirt yagi Olctimii gerceklestirildi. Ayrica karacigerden
biyopsi Ornekleri alinarak histopatolojik olarak incelemeleri yapildi ve bdylece phlorizinin

karaciger hepatositleri iizerindeki etkisi incelendi.

Bu calismada, phlorizin uygulanmasi Oncesine (0. saat) goére koyunlarin ortalama canli
agirliklarinda, phlorizin uygulanmasi sonrasindaki 120. saatte istatistiksel olarak anlamli bir
azalma belirlendi (p<0.05, Tablo 4.1). Bu calismaya paralel olarak Cai ve ark. (177) farelerde,
Najafian ve ark.(178) ve Lu ve ark. (179) ratlarda yaptiklar1 c¢alismalarda phlorizin



uygulamasindan sonra viicut agirliklarinda onemli derecede azalma tespit ettiklerini rapor
etmislerdir. Ayrica Najafian ve ark. (178) phlorizinin gida tiikketimin azaltmasina neden oldugunu
bildirmislerdir.Bu calismada hayvanlarin istahlarinda herhangi bir degisiklik goriilmedi. Canli
agirhk kayb1 phlorizinin plazma glikoz seviyesini diisiirmesine bagli olarak sekillenen

hipoinsiilinemi sonucunda adipoz dokudaki lipolizin artmasina baglanabilir.

Calismada koyunlara phlorizin uygulanmasi ile hematolojik parametrelerin, referans degerler
arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde degisebilecegi belirlendi. Ortalama WBC degerinde O.
saate gore 12, 48 ve 72. saatlerde hafif derecede sayisal artis gozlenirken, 96 ve 120. saatlerde
istatistiksel olarak azalma gozlemlendi (p<0.05, Tablo 4.2). RBC’nin ortalama degerinin 12 ve
72. saatlerde artarken, 48, 96 ve 120. saatlerde azaldig1 belirlendi. Bu degisiklikler istatistiksel
olarak 6nemsiz idi (p>0.05, Tablo 4.2). Ortalama HGB degerinin ise 12 ve 24. saatlerde arttigi,
diger zaman araliklarinda azaldigir belirlendi (p<0.05, Tablo 4.2). Kan parametrelerinden
HCT’nin yiizde olarak ortalama degeri 0. saat ile kiyaslandiginda 12, 24, 72 ve 120. saatlerde
artarken, 48. saatte azaldig1 ve 96. saatte degismedigi tespit edildi (p<0.05, Tablo 4.2). MCV’nin
ortalama degeri 12 ve 48. saatte artarken diger saatlerde azaldi (p<0.05, Tablo 4.2). MCH
ortalama degerinin 12 ve 24. saatte ylikseldigi diger zaman araliklarinda azaldigi belirlendi
(p<0.05, Tablo 4.2). MCHC ortalama degerinin 12 ve 24. saatte baslangi¢c degerine gore arttigi,
diger zamanlarda da azaldig1 kaydedildi (p<0.05, Tablo 4.2). RDW diizeyinin yiizde olarak
ortalama degeri 12 ve 48. saatlerde azalirken diger saatlerde arttig1 gézlemlendi (p>0.05, Tablo
4.2). Koyunlara phlorizin uygulanmadan once ortalama PLT degerinin 12. saatte azaldig1 diger
saatlerde arttigi tespit edildi (p<0.05, Tablo 4.2). MPV'nin ortalama degerinde 0. saatte gore
biitiin zaman araliklarinda azalma goriildii (p<0.05, Tablo 4.2). PDW degeri 0. saate gore 12, 48
ve 96. saatlerde artarken diger saatlerde azaldi (p>0.05, Tablo 4.2). Calismada ol¢iilen PCT
degerlerinin ortalamasinda 0. saatte gore 12. saatte azalma goriilirken diger saatlerde artig
goriildic ( p>0.05, Tablo 4.2). Aslan ve ark.(100)’nin 5 koyuna giinde iki kez phlorizin
uygulamasi yaptiklart calismada, phlorizin uygulamasinin 12. giiniinde total 16kosit (WBC)
sayisinin yiikseldigini, hemoglobin miktarinin hafif diistiiiinii, total protein miktar1 ve yiizde
hemotokrik degerlerinde ise onemli bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir. Bu parametreler goz
oniinde bulunduruldugunda Aslan ve ark. (99)’nin caligmasindaki hematolojik parametre
bulgulart bu c¢alismadakiler ile benzerlik gostermektedir. Ayrica bazi hematolojik
parametrelerdeki yiikselme ve azalmalarin normal fizyolojik sinirlar icerisinde kalmasi nedeniyle

bu dalgalanmalarin phlorizin uygulamasi ile dogrudan baglantili olamayacag diisiiniilmektedir.

Bu caligmadaki koyunlara ait idrar analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ortalama idrar
dansitelerinin phlorizin uygulanmadan Oncesine (0. saat) gore uygulama sonrast 12 ve 48.

saatlerde degismezken, 24 ve 72. saatlerde azaldigi, 72 ve 120. saatlerde arttigi belirlendi



(p<0.05, Tablo 4.3).

Koyunlarin ortalama idrar pH'lar1 degerlendirildiginde O.saate gore 12, 24, 48, 72, 96 ve 120.
saatler kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisimin olmadigi tespit edildi

(p>0.05, Tablo 4.3).

Calismada kullanilan koyunlarin idrarlarindaki ortalama protein miktarlarinin  phlorizin
uygulanmasindan Onceki ile kiyaslandiginda 12 ve 24. saatlerde arttigi, 48, 72, 96 ve 120.
saatlerde azaldigi belirlendi (p<0.05, Tablo 4.3). Bu ¢alisma sonucuna benzer olarak Janssen ve
ark.(180) obez ratlarda, Malatiali ve ark. (181) ve Osorio ve ark.(182) diabetik ratlarda yaptiklari

deneysel calismalarda, phlorizin tedavisinin proteiniiriye neden oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada phlorizin uygulamasindan sonraki biitiin saatlerde glikoziiri goriilmiistiir (p<0.05,
Tablo 4.4). Bu calismaya paralel olarak c¢esitli hayvan tiirlerinde yapilan caligmalarda
(5,10,17,11,176,181,183) phlorizinin glikoziiri olusturdugu bildirilmistir. Glikoziirinin nedeni
diger calismalara paralel olarak phlorizinin SGLT2’yi inhibe etmesi sonucunda (71) proksimal

renal tubullerinden glikoz reabsorbsiyonunun engellenmesi oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada phlorizin uygulanmasindan sonraki 72, 96 ve 120. saatlerde az miktarda ketoniiri
goriilmiistiir (p>0.05, Tablo 4.4). Basoglu ve ark.(10) tarafindan koyunlarda yapilan bir calismada
deney grubundaki biitiin hayvanlarin idrarinda keton cisimcikleri belirlendigi bildirilmistir. Bu
calisma sonucu idrarda keton cisimciklerinin calismada kullanilan hayvanlarin bazilarinda
goriilmesi ve phlorizin uygulanmasini takiben ketoniirinin goriildiigii saatler agisindan Basoglu ve
ark. (10)’nin yaptig1 calisma ile farlilik gostermektedir. Basoglu ve ark (10)’nin deney grubunun
hepsinde ve phlorizin uygulamasini takiben biitiin saatlerde ketoniiri goriilmesinin sebebi
phlorizin uygulamasi ile birlikte hayvanlarin a¢ birakilmasi ve buna bagh olarak sekillenen aglik

ketozisi ile agiklanabilir.

Calismada koyunlara phlorizin uygulanmas: sonucunda elde edilen biyokimyasal test sonuglari
degerlendirildiginde; phlorizin uygulanmasindan sonraki biitiin saatlerde ortalama serum glikoz
diizeylerinde diisme gozlemlendi (p<0.05, Tablo 4.5). Bu ¢alismaya paralel olarak ¢esitli hayvan
tirlerinde yapilan calismalarda (10,17,177-179,185-187), phlorizin uygulanmasi sonucu plazma
glikoz seviyesinde hizli bir diisiis goriildiigii rapor edilmistir. Bu calismadan farkli olarak
Holtenius ve Holtenius (184) koyunlar iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, phlorizinin plazma
glikoz ve insiilin konsantrasyonunu onemli derecede etkilemedigini bildirmislerdir. Herdt ve ark.
(112) ise koyunlara uygulanan phlorizin tedavisi siiresince baslangicta glikoz degerlerinin
arttigini, sonra ise bazal seviyesine geri dondiigiinii tespit etmislerdir. Baz1 arastirmacilar (180-
182) ise diabetik ve obez ratlarda yaptiklar1 deneysel ¢alismalarda phlorizinin kan glikoz diizeyini

normal seviyeye diislirdiigiinii tespit etmislerdir. Kan glikoz seviyesinin diismesi, plorizinin



sodyuma baglh glikoz transportunu inhibe ederek renal glikoziiri olusturma ve bagirsaklardan

glikoz emilimini bloke etme etkisine bagl olabilir.

Bu calismada, serum insiilin diizeylerinin phlorizin uygulanmasindan sonra siirekli olarak
azaldig1 belirlendi. Bu ¢alisma sonuclarina paralel olarak, bazi arastirmacilarin (48,112,178,184)
farkl1 hayvan tiirlerindeki calismalarinda, phlorizin uygulanmasindan sonra serum insiilin
seviyelerinin onemli derecede diistiigii belirtilmistir. Aslan ve ark. (9) koyunlarda yaptiklar
calismada, phlorizin uygulamasinin 12. giiniinde kan sekerinin normalin yarisina kadar, insiilin
seviyesinin normalin 5 kat1 kadar azaldigin1 tespit etmislerdir. Bu calismada insiilinin seviyesinin
azalmasi plazma glikoz seviyesinin azalmasi ile dogrudan iliskili olabilir. Ayrica diger
calismalardaki (9,48,112,178,184) insiilin seviyesindeki azalmanin ¢ok fazla olmasi phlorizinin
yiikksek dozlarda ve tekrarlayan uygulamalarina baglanabilir. Bu calisma sonuglarindan farkli
olarak, bazi arastirmacilar (17,183,185,186) farkli hayvan tiirlerinde yaptiklar1 calismalarda,
phlorizin enjeksiyonunun plazma insiilin konsantrasyonunda onemli bir degisiklige sebep
olmadigini bildirmislerdir. Yapilan arastirmalarda (17,183,185,186) insiilin seviyesinde degisme
belirlenemez iken, bu ¢alismada insiilin seviyesinin diismesi hayvanlarin beslenme sekillerinin bu
calisgmadaki ile farkli olmasindan ya da kan glikoz miktarlarimin farkli olmasindan
kaynaklanabilir. Glikoz konsantrasyonu ile insiilin konsantrasyonunun hem koyunlarda (10) hem
de diger ruminantlarda (55) iliskili oldugu, glikoz arttiginda insiilinin de arttig1, azaldiginda ise
insiilinin de azaldig1 yapilan calismalarla ortaya konmustur. Boer ve ark. (55), ketotik sigirlara
glikoz enjekte ettikten sonra glikoz miktar: ile birlikte insiilin hormonu miktarinin da arttigini

saptamigslardir.

Koyunlara phlorizin uygulandiktan sonraki biitiin saatlerde ortalama serum trigliserit
diizeylerinde azalma belirlendi (p<0.05, Tablo 4.5). Benzer sekilde farkli arastirmacilarin (177-
179,186) farkli hayvan tiirlerinde yaptiklar1 ¢alismalarda, phlorizin uygulamasindan sonra serum
trigliserit seviyesinde onemli 6l¢iide azalma oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin, Herdt ve ark.
(112) koyunlarda phlorizin ile yaptiklari caligmada phlorizin uygulamasini takiben trigliserit
diizeylerinde 48. saatte artis oldugunu, 24 ve 72. saatlerde ise herhangi bir degisiklik
gozlemlenmezken 120. saatlerde total trigliserit seviyesinin tekrar arttigini bildirmistir. Bu
calismadan farkli olarak Zhao ve ark. (17) farelerde phlorizin tedavisinin serum trigliserit
seviyesinde degisiklige sebep olmadigini belirtmislerdir. Aym sekilde Mills ve ark. (188) bogalar
izerinde yaptiklar1 bir calismada, phlorizin tedavisinin hem hepatik glikojen hem de trigliserit
konsantrasyonunu etkilemedigini vurgulamiglardir. Fakat bu ¢alismadan elde ettigimiz bulgular
koyunlarda phlorizin uygulamasinin trigliserit seviyesini diisiirdiigiinii gostermistir. Bunun nedeni

olarak trigliseritlerin hidrolize olarak serbest yag asitlerine doniistiiriilmesi gosterilebilir.



Koyunlarin ortalama serum kolesterol diizeylerinde phlorizin uygulandiktan sonra sayisal olarak
12 ve 24. saatlerde artma, 48 ve 72. saatlerde azalma ve 120. saatte tekraren artma
gozlemlenirken, bu degisimlerin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlendi (p>0.05, Tablo
4.5). Herdt ve ark (112) koyunlarda yaptiklar1 bir caligmada, phlorizin uygulamasini takiben
kolesterol miktarinda 48. saatte artis, 24 ve 72. saatlerde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmezken 120. saatlerde total kolestrol seviyesinde yine artis oldugunu bildirmislerdir.
Bu calismada total kolestrol diizeyinin dalgali bir sekilde artis ve azalma gostermesi yoniinden
Herdt ve ark. (112)’nin calismasi ile benzerlik gostermektedir. Cai ve ark. (177) farelerde,
Najafian ve ark. (178) ve Lu ve ark. (179) diabetli ratlarda phlorizin uygulanmasinin kolesterol
konsantrasyonunda diisiise sebep oldugunu bildirirken, Ohta ve ark. (186) 21-24 haftalik yastaki
diabetik torii ratlarinda phlorizin tedavisinin total kolesterol seviyesinde degisiklik

olusturmadigini vurgulamislardir.

Koyunlarin ortalama serum HDL seviyelerinin phlorizin uygulanmasindan sonraki biitiin
saatlerde arttig1 belirlendi. Fakat bu artis istatistiksel olarak onemsizdi (p>0.05, Tablo 4.5). Bu
calismaya paralel olarak Najafian ve ark. (178)’nin diabetik ratlarda yaptiklar1 bir caligmada,
phlorizin uygulamasinin HDL degeri iizerinde 6nemli bir etkisi olmadigim bildirirken, Herdt ve
ark.(112) bizim ¢alismamizla uyumlu olarak koyunlarda phlorizin uygulamasini takiben 24. saat
ve akabinde 72 ve 120. saatte HDL degerlerinde tedavi Oncesine nazaran yiikselme oldugunu

gostermiglerdir.

Bu calismada kullanilan koyunlarin ortalama serum LDL seviyelerinin phlorizin uygulamasindan
sonraki 12, 24 ve 72. saatlerde arttig1, 48 ve 120. saatlerde azaldig1 gozlemlendi. Ancak bu artis
istatistiksel olarak onemli bulunmadi (p>0.05, Tablo 4.5). Herdt ve ark.(112) koyunlarda
phlorizin uygulamasini takiben 24. saat ve devaminda 72 ve 120. saatlerde LDL diizeylerinde
uygulama Oncesine gore ylikselme oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin Najafian ve ark. (178)
diabetik ratlarda phlorizin uygulamasinin LDL konsantrasyonunda diisiise neden oldugunu

belirtmislerdir.

Bu calismada ortalama BUN seviyesinin phlorizin uygulamasindan sonraki 120. saate kadar

azaldig, 120. saatte arttig1 tespit edildi (p<0.05, Tablo 4.5).

Calismada kullanilan koyunlarin ortalama serum kreatinin diizeylerinin phlorizin uygulamasindan
sonraki 12 ve 48. saatlerde azaldigi, 24 ve 120. saatlerde arttigi ve 72. saatte ise degismedigi
belirlendi (p<0.05, Tablo 4.5).

Phlorizin uygulanmasindan sonra koyunlarin ortalama serum amilaz seviyelerinin 12. saatte
degismedigi, 24, 72 ve 120. saatlerde sayisal olarak arttig1 ve 48. saatte de yine sayisal olarak
azaldig tespit edildi (p>0.05, Tablo 4.5).



Koyunlara phlorizin uygulanmasindan sonraki biitiin saatlerde ortalama serum lipaz degerinin
artigi belirlendi (p<0.05, Tablo 4.5). Calismada serum lipaz konsantrasyonunun yiikselme
nedeni, glikoziiri sonucu sekillenen enerji aciginin yag dokulardan karsilanmasi amaciyla fazla
sentezlenmis olmasma baglanabilir. Ayrica lipaz enziminin adipoz dokudaki trigliseritleri

hidrolize ederek yag asitlerinin serbestlesmesini sagladig bildirilmektedir (189).

Ortalama GGT seviyelerinin phlorizin uygulamasi sonrast 12. saat disindaki tiim saatlerde

referans degerleri agmadan arttig1 belirlendi (p<0.05, Tablo 4.5).

Koyunlara phlorizin uygulanmasindan sonra 12. saat disindaki tiim saatlerde ortalama serum
LDH degerlerinin azaldig1 belirlendi. Ancak bu azalma fizyolojik sinirlar araliginda idi (p<0.05,
Tablo 4.5).

Phlorizin uygulamasindan sonra c¢alismada kullanilan koyunlarin ortalama serum AST
degerlerine bakildiginda 12 ve 72. saatlerde hafif derecede artma ve diger saatlerde ayni sekilde
azalma goriildi (p>0.05, Tablo 4.5). Deng ve ark. (190) tarafindan Karbon tetrakloriir ile
olusturulmus hepatik fibrosisli ratlarda, phlorizinin serum AST seviyesini Onemli Ol¢iide

diistirdiigii bildirilmistir Deng ve ark. (190)’nin verileri bu ¢alisma sonucunu desteklemektedir.

Ortlama serum ALT degerleri phlorizin uygulamasindan sonraki 12, 24 ve 72. saatlerde artig, 48
ve 120. saatlerde azalma gostermistir (p>0.05, Tablo 4.5). Benzer sekilde Deng ve ark. (190)
karbon tetrakloriirle olusturulmus hepatik fibrosisli ratlarda phlorizinin serum ALT seviyesini

onemli ol¢iide diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Calismada kullanilan koyunlarin phlorizin uygulamasindan sonraki ortalama total protein
seviyelerinin 120. saate kadar olan 6l¢iimlerde azaldigi, 120. saatte arttigi belirlenmistir (p>0.05,

Tablo 4.5).

Koyun serumlarindaki ortalama ALP degerlerinin phlorizin uygulamasindan sonraki biitiin
saatlerde azaldigi belirlenmistir (p<0.05, Tablo 4.5). Daha onceki ¢alismalarda phlorizinin LDH

ve ALP enzimleri {izerine nasil etki gosterdigine dair herhangi bir bulguya rastlanamamustir.

Phlorizin enjeksiyonundan sonraki ortalama BHB degerlerinin 48. saate kadar degismedigi ancak
72 ve 120. saatlerde azaldigi belirlendi (p<0.05, Tablo 4.6). Bu calismanin aksine bazi
arastirmacilar tarafindan koyunlarda (112,184,185) ve bogalarda (194) yapilan calismalarda
phlorizinin tekrarlayan deri alt1 enjeksiyonlar1 sonucu ortalama BHB degerlerinin 6nemli olciide
arttigin1  bildirmislerdir. Bu ¢alismada, BHB konsatrasyonunun diger caligmalardan
(112,184,185,194) farkli olarak fazla etkilenmemesinin nedeni, phlorizinin deri alti ve tek doz

uygulanmasi olabilir.

Bu calismada koyunlarda phlorizin enjeksiyonundan sonra ortalama NEFA seviyelerinin biitiin



Olctimlerde arttig1 belirlendi (p<0.05, Tablo 4.6). Bu calismaya paralel olarak farkli arastirmacilar
tarafindan c¢esitli hayvan tiirlerinde yapilan calismalarda (10, 112,176,183-185), phlorizinin
plazma NEFA konsantrasyonunda artisa yol acgtigi belirtilmistir. Calismada NEFA
konsantrasyonundaki artisin nedeni, daha once yapilan ¢alismalarda (48,184,185) belirtildigi gibi
phlorizin uygulanan hayvanlarda glikoziiri nedeniyle total kan sekeri diizeyinin diismesine bagl

olarak sekillenen hipoinsiilemi sonucunda adipoz dokudaki lipolizise baglanabilir.

Koyunlara phlorizin uygulamasindan sonraki ortalama AcAc degerlerinin baslangi¢ degerine gore

tiim saatlerde sayisal olarak arttig1 belirlendi (p>0.05, Tablo 4.6).

Calismada koyunlara phlorizin uygulanmasi sonucunda elde edilen oksidatif stres parametreleri
degerlendirildiginde; phlorizin enjeksiyonundan sonra ortalama TOS seviyelerinin biitiin
saatlerde azaldig1 tespit edilmistir (p<0.05, Tablo 4.7). Phlorizin uygulamasindan sonra ortalama
TAS degerlerinin 12, 72 ve 120. saatlerde azaldigi, 24 ve 48. saatlerde arttigi, fakat bu
degisimlerin istatistiksel olarak onemli olmadigi belirlendi (p>0.05, Tablo 4.7). Koyunlarda
belirlenen ortalama oksidatif stres indeksinin degerleri phlorizin uygulamasindan sonra 0. saate
gore biitiin saatlerde daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05, Tablo 4.7). Deng ve ark. (190)
tarafindan karbon tetrakloriirle olusturulmus hepatik fibrosisli ratlarda phlorizinin serum
malondialdehid (MDA) seviyesini énemli 6l¢iide diisiirdiigi ve karaciger dokusunda glutasyon
peroksidaz (GSH Px) seviyesini, total antioksidan kapasitesini (T-AOC) ve total siiperoksid
dismutaz (T-SOD) seviyesini 6nemli ol¢iide arttirdigr bildirilmistir. Osorio ve ark. (182) diabetik
ratlara 4 hafta phlorizin uygulanmasinin hiperglisemiyi ve bobreklerdeki oksidatif stresi
engelledigini belirtmislerdir. Bu calismada, phlorizin uygulanmasi sonrasinda oksidatif streste
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlemlenmis olmasi, phlorizinin oksidatif stresi azalmast
yoniinde Deng ve ark. (190) ve Osorio ve ark. (182)’nin ¢alismasina benzerlik gostermektedir.
Baldisserotto ve ark. (191) phlorizinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bazi

arastirmacilar (11,15,49,192) da phlorizinin oksidatif stresi azalttigini1 belirtmislerdir.

Calismada koyunlarin sirt bolgesindeki yag kalinligi oOlciim sonuglari degerlendirildiginde,
phlorizin uygulamasi 6ncesine (0. saat) gore phlorizin uygulamasi sonrasinda (120. saat) sirt yag
dokusunda azalma belirlendi (p<0.05, Tablo 4.8). Bu c¢alismaya paralel olarak Zhao ve ark.
(17)’nin farelerde yaptiklar1 calismada, phlorizin tedavisinin yag kitlesinde azalmaya sebebiyet

verirken, yagsiz viicut kitlesinde degisiklige neden olmadig1 bildirilmistir.

Pholorizin uygulamadan once koyunlarin karacigerlerinin histopatolojik degerlendirmesinde,
karaciger epitel hiicrelerinin bir¢ogunun sitoplazmalarinda biiyiikliikleri farkli, elipsten yuvarlaga
kadar degisen keskin kenarli1 yag vakuollerine rastlandi. Ayrica kupfer hiicrelerinin sayica fazla

olmasi dikkat ¢ekti. Phlorizin uygulandiktan sonra 120. saatten sonra alinan biyopsi drneklerinde,



fokal alanlar tarzinda hepatositlerin stoplazmalarindaki yag vakuollerinin sayisinda azalma
goriildii. Kupfer hiicrelerinin goriiniimiinde degisiklik gozlenmedi. Bradfort ve ark.(183)
sigirlarda yaptiklart ¢alismada, phlorizinin lipolizisi stimiile ettigi bildirilmistir. Aslan ve ark.(9)
koyunlarda yaptig1 calismada, phlorizin uygulamasinin 12. giiniinde karacigerden alinan biyopsi
materyalinde karaciger epitel hiicrelerinde diffuz tarzda lipit damlaciklarinin toplandigi
bildirilmistir. Aslan ve ark (9) calismasi bu calismadan farkli olarak phlorizin uygunlamasi
sonucunda karacigerde yaglanma oldugunu gostermektedir. Bu arastirmacilarin hayvanlar1 ag
birakarak ketozis olusturmalari sonucunda olusan serbest yag asitlerinin karacigerde birikip
yaglanmaya sebep olmasi, bulgularin bizim calisma bulgularimizdan farkli olmasinin sebebi
olabilir. Herdt ve ark. (112) agligin karaciger yaglanmasini indiikledigini belirtmislerdir. Bu
calismalarda phlorizinin yogun sekilde uzun siire kullanim1 ve hayvanlarin a¢ birakilmasina bagl
olarak, hepatositler ve yag metabolizmas1 {izerindeki olumsuz etkiler goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Raoofi ve ark. (193) kuzulara uyguladiklar1 biyopsi isleminin viicut sicaklig, kalp ritmi, solunum
orani, hematolojik parametreler (PCV, WBC, notrofil, lenfosit, eozinofil, monosit vb) ile
biyokimyasal parametreler (serum total protein, AST, ALT vb) ilizerinde 6nemli bir degisiklik
yapmadigint bildirmislerdir. Bu c¢alismada da yapilan biyopsi isleminin hematolojik ve

biyokimyasal parametreleri etkilemedigi gézlemlendi.

Sonug olarak, calismada denek olarak kullanilan koyunlara deri alti phlorizin enjeksiyonundan
sonra, oksidatif stres indikatorlerinden TAS degerlerinde degisikliklik gézlemlenmezken TOS
degerlerinin diismesi ve buna paralel olarak OSI degerlerinde goriilen azalma phlorizinin
oksidatif stresi azalttig1 goriisiinii destekledi. Phlorizinin serum lipit profillerinden NEFA, HDL
konsantrasyonu yiikselttigi, trigilserid miktarin1 azalttigi, kan glikoz konsantrasyonu ve insiilin
seviyesini diisiirdiigii ve karaciger enzimlerinin miktarinda azalmaya sebep oldugu gozlemlendi.
Bu sonuglar phlorizinin karaciger fonksiyonlarini olumsuz etkilemedigini gostermektedir. Ohta
ve ark. (186)’min ratlarda phlorizin ile yaptiklar1 deneysel ¢alismada, phlorizinin karaciger
fonksiyonlarin1 diizelttigini belirtmesi bizim sonuclarimizi desteklemektedir. Najafian ve
ark.(178) phlorizinin diabetli ratlarda canli agirligi azaltmasi ve lipitemik etki gostermesi nedeni
ile antihiperlipitemik ve antihiperglisemik bir ajan olarak obesite tedavisinde kullanilabilecegini
onermektedir. Ayrica bu ¢alismada da ultrosonografik muayenede viicut sirt yaginin azalmasi ve
karacigerden alinan biyopsi Orneklerinin histopatolojik incelemesinde hepatositlerdeki yag
vakuolii miktarinin azalmasi phlorizinin uygun doz ve uygulama sekli ile yag metabolizmasi

bozukluklarindan kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde olumlu etkiler yapabilecegi gosterildi.
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