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OZET

SIGIRLARDA METIiLENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GENIi
POLIMORFIiZMi VE GECiS DONEMIi KOLIN VE METiYONIN
ILAVESININ BAZI METABOLIK PARAMETRELER iLE SUT VERIM
OZELLIKLERI UZERINE ETKIiSi

Bu calisma, Tirkiye’de  yetistirilen Holstayn ki sigirlarda
metilentetrahidrofolat rediiktaz geni rs110692574 polimorfizmi ile gecis doneminde
farkli oranlarda kolin ve metiyonin ilavesinin biyokimyasal parametreler, sit ve dol
verim Ozellikleri ile bazi saglik problemleri lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla
yuriitilmistiir. Arastrmanin hayvan materyalini, Balikesir ilinde 6zel isletmelerde
yetistirilen Holstayn k1 inekler olusturmustur.

Bu calismanin ilk asamasinda, hayvanlarin metilentetrahidrofolat rediiktaz
geni rs110692574 polimorfizmi agisindan genotipleri belirlenmistir. Genotipleme
islemi, Tetra-primer ARMS-PCR yo6ntemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha
diisiik frekansa sahip T allelini tasiyan (CT genotipli) bireyler oncelikli olarak
secilerek toplam 80 bastan olusan bir arastirma grubu olusturulmustur. Arastirma
grubundaki hayvanlar, genotip (CC ve CT) ve yem katki maddesi uygulamalarina (CH:
kolin ve CH+MET: kolin + metiyonin) gore smiflandirilarak dért gruba ayrilmastir.
Calismada, hayvanlardan buzagilamadan oOnceki 21. giin, buzagilama giinii ve
buzagilamadan sonraki 21. ginde alman kan 6rneklerinde homosistein, folik asit,
vitamin Bi2 ve NEFA diizeyleri analiz edilmistir. Buzagilama sonras1 BHBA diizeyleri
ile dogum, laktasyon, siit verimi ve saglik kayitlar1 dijital siiri yonetim sisteminden
elde edilmistir. Genotip ve yem katki maddesi gruplarinin biyokimyasal parametreler
Uzerindeki zamana baglh etkileri tekrarli 6lglimler varyans analizi, farkli zaman
noktalarindaki etkileri ise genel lineer model kullanilarak analiz edilmistir.

Analizler sonucunda, Tirkiye’deki Holstayn sigir popiilasyonunda T alleli
tastyan hayvanlarm frekanst %12.64 olarak belirlenmistir. Zaman x genotip
etkilesiminin, gecis doneminin farkli evrelerinde folik asit ve vitamin Bi
diizeylerindeki degisimler iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu
saptanmistir (p<0.05). CC ve CT genotip gruplar1 arasinda, buzagilama Oncesi
donemde (-21. giin) folik asit ve Bi2; buzagilama sonrasi 7. giinde ise BHBA diizeyleri
acisindan anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Benzer sekilde, CH ve CH+MET
gruplar1 arasinda buzagilama giinii (0. giin) ve buzagilama sonras1 21. giinde folik asit
diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklar gézlenmistir. Ayrica, yem
katkistnin 100, 200 ve 305 giinliik siit verimi iizerinde anlamli etkileri oldugu;
rs110692574 polimorfizminin ise verim kaybmna yol acabilecek baz1 saglk
problemleriyle iliskili oldugu ortaya konmustur. Bu bulgular, gecis doneminde
metabolik dengenin korunmasi ve verim 6zelliklerinin artirilmasi amaciyla, genotipe
dayal1 bireysel beslenme stratejilerinin gelistirilmesinin dnemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Beslenme genetigi, ge¢is donemi, Holstayn ki, Kolin, Metiyonin, MTHFR geni



ABSTRACT

METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE GENE
POLYMORPHISM AND THE EFFECT OF TRANSITION PERIOD CHOLINE AND
METHIONINE SUPPLEMENTATION ON SOME METABOLIC PARAMETERS
AND MILK YIELD CHARACTERISTICS IN COWS

This study investigated the effects of methylenetetrahydrofolate reductase gene
(rs110692574) polymorphism, as well as the effects of different ratios of choline and
methionine supplementation, on biochemical parameters, milk production,
reproductive characteristics, and health problems in Holstein cattle raised in Tirkiye
during the transition period. The study's animal subjects were Holstein cows raised on
private farms in the Balikesir province.

In the initial phase of the present study, the genotypes of the subjects were
ascertained with respect to the methylenetetrahydrofolate reductase gene rs110692574
polymorphism. The genotyping process was executed through the implementation of
the Tetra-primer ARMS-PCR method. Individuals who carried the T allele at a lower
frequency (CT genotype) were prioritized, and a research group consisting of 80 heads
was formed. The animals in the research group were classified according to genotype
(CC and CT) and feed additive treatments (CH: choline and CH+MET: choline +
methionine) and divided into four groups. In the present study, a comprehensive
analysis was conducted on the levels of homocysteine, folic acid, vitamin B12, and
NEFA in blood samples extracted from animals on the 21st day prior to parturition,
the day of parturition, and the 21st day thereafter. Post-calving BHBA levels and
records pertaining to birth, lactation, milk yield, and health were obtained from the
digital herd management system. The temporal effects of genotype and feed additive
groups on biochemical parameters were analyzed using repeated measures analysis of
variance, and the effects at different times were analyzed using the general linear
model.

The frequency of animals carrying the T allele in the Holstein cattle population
in Turkey was determined to be 12.64% as a result of the analysis. The interaction
between time and genotype exhibited a statistically significant effect on the alterations
in folic acid and vitamin B12 levels across the various stages of the transition period
(p < 0.05). A comparison of CC and CT genotype groups revealed substantial
disparities in folic acid and vitamin B12 levels during the pre-calving period (day -21)
and in BHBA levels on day 7 post-calving. In a similar vein, statistically significant
disparities were identified between the CH and CH+MET groups with respect to folic
acid levels on calving day (day 0) and post-calving day 21. Furthermore, it was
elucidated that feed supplementation exerts a substantial influence on 100-, 200-, and
305-day milk yield. The rs110692574 polymorphism has been demonstrated to be
associated with certain health concerns that could potentially result in yield reduction.
These findings underscore the necessity of formulating customized nutritional
strategies predicated on genotype, with the objective of preserving metabolic balance
and enhancing yield characteristics during the transition period.

Keywords: Choline, Holstein breed, methionine, MTHFR gene, nutritional genetics, transition period.
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> Yuzde

: Mikromol/litre

- Acid Detergent Fiber (Asit Deterjan Lifi)

: Asymmetric Dimethylarginine (Asimetrik Dimetil Arginin)

: Age-related Macular Degeneration (Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu)

: Beta-Hidroksibutirik Asit

: Beyin Omurilik S1visi

: Bos Taurus Autosome (Bos Taurus Otozomu)

: Calcium (Kalsiyum)

. Caffeic Acid Phenethyl Ester (Kafeik Asit Fenetil Ester)

: Catalase (Katalaz)

: Carbon Tetrachloride (Karbon Tetraklorr)

: Choline Chloride (Kolin Klorit)

Choline Chloride + Methionine (Kolin Klorit + Metiyonin)

: Dietary Cation-Anion Difference (Diyet Katyon-Anyon Dengesi)

: Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase (Dimetil Arginin

Dimetilaminohidrolaz)

: Deoxyribonucleic Acid (Deoksiriboniikleik Asit)

: Endothelial Nitric Oxide Synthase (Endotel Nitrik Oksit Sentaz)
: Fosfatidil Etanolamin

: Guanidinoasetik Asit

: Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometrisi)

: Growth Hormone Receptor (Buylime Hormonu Resept6ri)
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GSH : Glutathione (Glutatyon)

GSH-Px : Glutathione Peroxidase (Glutatyon Peroksidaz)

Hcy : Homocysteine (Homosistein)

HDL : High-Density Lipoprotein (Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein)

HK : Ham Kul

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)

HT : Hyperthyroidism (Hipertiroidizm)

HY : Ham Yag

IGF-1 - Insulin-like Growth Factor 1 (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1)

IL : Interleukin (Interlokin)

KM : Kuru Madde

LDL : Low-Density Lipoprotein (Diisiik Yogunluklu Lipoprotein)

LOK : Lif Olmayan Karbonhidrat

MAS : Marker-Assisted Selection (Markdr Destekli Seleksiyon)

MDA : Malondialdehit

mg/kg : Miligram/kilogram

mM : Milimolar

mmol/L : Milimol/litre

MTHF : 5-Metiltetrahidrofolat

MTHFR : Metilentetrahidrofolat Redliktaz

MTR : Metiyonin Sentaz

NAFLD : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (Alkol Dis1 Yagl Karaciger
Hastalig1)

NDF : Neutral Detergent Fiber (N6tr Deterjan Lifi)

NED : Negatif Enerji Dengesi

NEFA : Non-Esterified Fatty Acids (Esterlesmemis Yag Asitleri)

ng/mL : Nanogram/mililitre

vii



NO : Nitrik Oksit

02 - SUperoksit Anyonu

P : Phosphorus (Fosfor)

PC : Phosphatidylcholine (Fosfatidilkolin)

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR-SSCP : Polymerase Chain Reaction - Single-Strand Conformation
Polymorphism (Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Tek Sarmalli
Konformasyon Polimorfizmi)

PE : Preeklampsi

PEMT : Phosphatidylethanolamine N-Methyltransferase (Fosfatidiletanolamin-
N-metiltransferaz)

RPC : Rumen-Protected Choline (Rumen Korumali Kolin)

RPM : Rumen-Protected Methionine (Rumen Korumali Metiyonin)

SAH : S-Adenozilhomosistein

SAM : S-Adenosilmetiyonin

SH - Sulfhidril

SIRS : Systemic Inflammatory Response Syndrome (Sistemik inflamatuar

Yanit Sendromu)

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Tek Nikleotit Polimorfizmi)
SOD : Slperoksit Dismutaz

SST : Serum Separator Tube (Serum Ayirici (Sar1 Kapakli Jelli) Tup)
TAG : Triasilgliserol

Tetra-primer ARMS-PCR : Tetra-primer Amplification Refractory Mutation System
- Polymerase Chain Reaction (Dort Primerli Amplifikasyon Direncli
Mutasyon Sistemi — Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

THF : Tetrahidrofolat

TNFa : Tumor Nekroz Faktori Alfa

VKS : Vicut Kondisyon Skoru

VLDL : Very Low-Density Lipoprotein (Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein)

viii
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1.GIRIS

2024 yil1 verilerine gore, Tirkiye’de ¢ig siit iretimi yaklagik 22,5 milyon tona
ulagsmig ve bir dnceki yila gore %4,7 oraninda artis gostermistir. Ayn1 donemde,
biiyiikbas hayvan sayis1 %2,4 artarak 16 milyon 986 bine ulasmistir. Bu gelismeler,
ilkemizde siit iiretimi ve siit sigir1 varhiginda istikrarli bir artisin devam ettigini
gostermektedir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2024). Son yillarda Turkiye’de modern siit
sigirciligl isletmelerinin sayisindaki artis, genetik, beslenme, saglik ve siirii yonetimi
alanlarindaki bilimsel gelismelerin isletmelere entegrasyonu ile hiz kazanmistir (Cetin,
2017). Bu gelismeler, siit iiretimindeki artis1 desteklerken, inek basina laktasyon siit
veriminin ylikselmesi, peripartum hastaliklar ve infertilite gibi saglik sorunlarmin da

artmasia yol agmaktadir (Hayirli ve ark., 2012; LeBlanc ve ark., 2006; Olson, 1992).

Sit, insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutarken, artan sut tiketimiyle birlikte
slit tiretimi ve ticareti de bliylimektedir. Siit sigircilig1 isletmelerinin karlihig, yiiksek
verim ve kaliteli siit tiretimine dayanir (Tekeli, 2005). Yiiksek verimli hayvanlardan
istenilen verimi elde edebilmek icin rasyonel besleme gereklidir. Kaliteli kaba ve kesif
yemlerin kullanomi ve wuygun barmma kosullari, karli hayvanciligin temel
unsurlarindandir  (Kutlu ve ark., 2003). Ancak, yemleme maliyetleri isletme
giderlerinin %60-70’ini olusturmasina ragmen, dogru besleme uygulamalar1 her

zaman Yyeterli olmayabilir (Kog, 2023).

Hayvansal iirlinler, insanlarin temel besin maddelerinin dnemli bir kismini
olusturmakta olup, saglikli beslenme i¢in giinliik protein ihtiyacinin biiyiik bir
kismmin bu kaynaklardan karsilanmasi gerekmektedir (Arik, 2012). Artan niifus ve
talep, hayvansal iirlinlerin kalitesini ve miktarmi karsilamak amaciyla yeni tiretim
yaklasimlarini zorunlu kilmaktadir. Hayvanciliktaki verimliligi artirmak i¢in genetik
seleksiyon calismalarmda molekiiler genetik teknolojileri kullanilmaktadir. Marker
Destekli Seleksiyon (MAS) gibi yontemler, genetik ilerlemeyi hizlandirmaktadir
(Dogrul, 1985; Oner ve Elmaci, 2007). Genetik seleksiyonlarla hayvanlarin siit ve et



verimlerinin artmasi saglanirken, bakim ve besleme kosullarinin da bu gelismelerle
uyumlu olmasi gerekmektedir (Kovanlikaya, 2023). Beslenme faktorlerinin gen
ifadesi tiizerindeki etkisi de hayvanlarin iireme, biliyime ve verim diizeylerini
etkileyebilmektedir (Clarke ve Abraham, 1992). Nutrigenetik ve nutrigenomik
alanlari, diyetin gen ekspresyonu tzerindeki etkilerini inceleyerek 6nemli molekiler
mekanizmalar1 ortaya koymaktadir (Gillies, 2003; Hasan ve ark., 2019). Ayrica, besin
maddelerinin gen ifadesini degistirebilecegi ve kronik hastaliklarin 6nlenmesinde rol
oynayabilecegi gosterilmistir (German ve ark., 2003; Jansman ve Pas, 2015; Kore ve
ark., 2008). Nutrigenomik bilimi, hayvancilikta daha verimli doniisiimler saglamak

icin genetik profil ve beslenme arasindaki boslugu doldurabilir (Akanbi ve ark., 2019).

Sat verimindeki artis, ayn1 zamanda hayvanlarm metabolik hastaliklara kars1
duyarliligin1 artirmaktadir (Oltenacu ve Algers, 2005). Ozellikle ge¢is doneminde,
hormonal ve metabolik degisikliklere uyum saglayamayan siit sigirlarmin biiyiik bir
kism1 hastalanarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Drackley, 1999; Gressley,

2008; Van Saun, 2016).

Tim bu gelismeler, Tirkiye’deki modern siit sigircilifi isletmelerinde
verimliligi artirmak ve hayvan sagligimi korumak icin genetik, beslenme ve saglik
alanlarindaki giincel bilimsel bilgilerin takip edilip uygulanmasmi daha da onemli

kilmaktadir.

MTHFR enzimi, tek karbon metabolizmasinda kritik bir rol oynar ve folat ile
homosistein diizeylerini etkileyerek, yiiksek verimli siit sigirlarinda metabolik stresin
gostergelerinin  belirlenmesinde 6nemli bir biyobelirteg olarak degerlendirilir
(Chmurzynska ve ark., 2020). Metil verici besin 6geleri olan kolin ve metiyonin,
MTHFR enziminin aktivitesi ile etkilesime girerek, ge¢is doneminde goriilen negatif
enerji dengesiyle iligkili metabolik bozukluklarin hafifletilmesinde potansiyel rol
oynayabilir (Finkelstein, 1990; Overton ve Waldron, 2004). Bu nedenle, gecis
donemindeki siit sigirlarinda hem MTHFR genindeki polimorfizmin hem de bu
donemde Onem tasiyan kolin ve metiyonin katkilarinin s6z konusu polimorfizm

tizerindeki etkilerinin arastirilmas: gerekmektedir.



Bu calismada, MTHFR geni polimorfizminin molekiiler yontemlerle tespiti,
Balikesir ilinde yetistirilen Holstayn rki siit sigirlarinda s6z konusu polimorfizmin
mevcut durumu hakkinda bilgi edinilmesi, bu genetik varyasyonlarin bazi metabolik
parametreler ile siit verim ozelliklerine olan etkilerinin degerlendirilmesi ve elde
edilen bulgular dogrultusunda gecis donemindeki siit sigirlart igin beslenme

stratejilerinin gelistirilmesine katki saglanmasi amaglanmaistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Siit Sigirlarinda Gecis Doneminde Gozlenen Degisimler

Siit sigirlarinda buzagilamadan yaklagik ti¢ hafta Oncesi ile buzagilamay1
izleyen Uc ila dort haftalik sireg, gecgis donemi olarak ifade edilir. Bu sirecin
buzagilama oncesine denk gelen kismi prepartum dénem, buzagilamadan sonraki ilk
ti¢ haftalik boliim ise postpartum donem olarak tanimlanir. Ayrica buzagilama 6ncesi
ve sonrast birkag giinliik stireye peripartum donemi de denir (Arslan ve Tufan, 2010).
Gecis donemi, bircok metabolik degisikligin yasandigi kritik bir siirectir. Aymi
zamanda cevresel, fizyolojik ve psikolojik faktorlerden daha fazla etkilenen bir
donemde olup, metabolik ve enfeksiydoz hastaliklarin gelisme riski de artmaktadir

(Tablo 2.1). Bu nedenle, gegis donemi dogru bir sekilde yonetilmelidir.

Bu dénemde dikkat edilmesi gereken en 6énemli konulardan biri kuru madde
tiketimidir. Stit sigirlarmin yedikleri rasyonun nem igeriginin yiiksek olmamasi, kaba
yemin kaliteli olmasi, rasyonun partikiil bliyiikliigii, yemleme sikligi, yas, rk, viicut
kondisyonu, yag, protein, nisasta ve notr deterjan lifi (NDF) dlzeyi, sut verimi ve
icinde bulundugu mevsim gibi bir¢cok faktér kuru madde tiiketim miktar1 tizerinde

etkilidir (Allen, 2000; Hayirl ve ark.,2002; Kara, 2009).

Siit ineklerinde dogum yaklastik¢a, kandaki progesteron hormonu seviyesi
azalirken 0strojen hormonu seviyesi artar. Yiiksek ostrojen konsantrasyonu, hayvanin
kuru madde tiiketimini azaltir. Ayrica, ineklerin karsilastigi stres, hastalik ve beslenme
hatalar1 gibi faktorler, rumende bulunan gram negatif bakterilerin endotoksin
salgilamasina neden olur. Bazi toksik bilesikler, organizmada inflamatuar yanitlar
uyararak interlokin-1 (IL-1), timor nekroz faktoru alfa (TNF-o) ve interlokin-6 (I1L-6)
gibi sitokinlerin salinimin1 artrmakta, bu durum da kuru madde tiketiminin
azalmasma yol a¢maktadir (Ingvartsen, 2006; Lacetera ve ark., 2005). Ayrica,

plasentadan salgilanan interlokin-8 (IL-8) ve IL-1p gibi inflamatuar mediatorlerin yani



sira rumen hacmindeki azalma da kuru madde alimini kisitlayan diger faktorlerdendir.
Bu interlokinler, karacigerde TNF-a, serum amiloid Al ve haptoglobin Gretimini
tetikleyerek istah1 kontrol eden merkezi sinir sistemi mekanizmalarini olumsuz
etkileyebilir (Goff ve Horst, 1997; Seving ve Basoglu, 2011). Plasenta ve karaciger
kokenli bu sitokinlerin ayrica lipolizi tesvik ederek kandaki NEFA (Esterlesmemis
Yag Asitleri) ve BHBA (Beta-Hidroksibatiririk asit) dizeylerini  artirdigi
bildirilmektedir (Goff ve Horst, 1997; Seving ve Basoglu, 2011). Ruminantlarda, kuru
madde tiiketiminin azalmasi durumunda glikoz duzeyleri genellikle kortizol

araciligiyla dengelenmektedir (Forslund ve ark., 2010).

Gegis doneminde, siit ineklerinde yag mobilizasyonu artar ve kandaki NEFA
ille BHBA seviyeleri yiikselir. Ruminantlarda, insiilin seviyesinin diismesi, yag
dokularindan NEFA salmimini tetikler. Bu siire¢, karacigerde keton cisimlerinin
uretimine yol acar. Keton cisimleri, glikoza alternatif bir enerji kaynagi olarak
kullanilarak siit sentezine yardimci olur (Cheng, 2007; Herdt, 2000). Karacigere ulasan
NEFA’lar burada ya enerji i¢in oksitlenir ya da ketonlara doniistiiriiliir. Bu keton
maddeler, siit yag oranimni artirir ve ketozis (asetonemi) teshisi i¢in bir gosterge olarak

kullanilir (Herdt, 2000).

Siit ineklerinde gegis donemindeki metabolik uyum sireci, norolojik ve
hormonal sistem ve diger karmasik biyolojik mekanizmalar araciligiyla diizenlenir
(Drackley ve ark., 2005). Hormonal adaptasyonlar, insulin ve instlin benzeri biyime
faktori-1 (IGF-1) seviyelerinin azalmasi ve glukagon ile biiyiime hormonu
seviyelerinin yiikselmesiyle karakterizedir. Bu hormonal degisiklikler, yag
dokularindan uzun zincirli yag asitlerinin mobilizasyonunu hizlandirir ve lipolitik
uyaranlara karsi yag dokularinin hizli tepki vermesini saglar (Herdt, 2000). Ayrica,
insiilin seviyelerindeki diisiis, yag dokularindan lipoliz yoluyla NEFA salmimini

artirir.

Gegis donemi, siit ineklerinde bagisiklik sisteminin zayifladig: kritik bir
evredir. Bu ddnemde stres, enfeksiyon ve travma gibi faktorler, mastitis (meme
iltihab1) ve metritis (rahim iltihab1) gibi hastaliklarin goriilme sikligin1 dnemli 6l¢iide
artirrr. VUcut kondisyon skoru (VKS) yuksek seyreden ineklerde bagisiklik sisteminin

baskilanmasi daha  belirgin  olabilir.  Notrofil ve lenfosit hucrelerinin



fonksiyonlarindaki azalma, hayvanlar enfeksiyonlara kars1 direncini diistiriir (Bobe
ve ark., 2004; Lacetera ve ark., 2005). Artan stres seviyesi, kandaki kortizol
hormonunun yiikselmesine neden olur. Kortizol, bagisiklik sistemini daha da

baskilayarak hayvanlarin hastaliklara kars1 daha savunmasiz hale gelmesine yol acar.

Tablo 2.1. Sit sigirlarinda laktasyon déneminde metabolik ve fizyolojik sureglerdeki

degisimler
Metabolik . er T e . Tlgili Doku /
Siirec Fizyolojik Degisim / Etki Organ Kaynaklar

Arslan ve Tufan,

Glikoz Glikoneogenezis artisi, Karaciger, kas 2010; Aschenbach ve
Metabolizmas1  Glikoz kullanimi azalisgi ~ dokusu ark., 2010; Chen ve
ark., 2024
Lipolizis artis1, Gouveia ve ark.,
Lipid Lipogenezis azalisi, Yag  Adipoz doku, kas 2024; Taylor ve ark.,
Metabolizmas1  asitlerinin enerjiye dokusu 2009; Stefanska ve
dontistimii ark., 2024
, Protein mobilizasyonu, Kas, karaciger, ~ Myers ve ark., 2024;
Protein . . N
Metabolizmas Ka}s protein yikimi, Amino diger viicut Stefanska ve ark.,
asit kullanimi dokular1 2024
Emilim artis1,
Mineral Mobilizasyon artist, Kemikler, kas Wang ve ark., 2024;
Metabolizmas1  Kalsiyum-fosfor dokusu Taylor ve ark., 2009
dengesinde degisim
Sentez kapasitesi artisi, Arslan ve Tufan,
St Sentezi Kan akis1 artisi, Besin Meme bezi 2010; Toscano ve
alim1 ve kullanimi artis1 ark., 2023
. o Arslan ve Tufan,
Hormonal Prolaktin ve oks!tosnlr? Hipofiz bezi, 2010; Myers ve ark.,
. . salgisinda artis, Insiilin i
Degisimler Juvarllismda degisi pankreas 2024; Wang ve ark.,
uyarliliginda degisim 2024
- : Merkezi sinir Kadzere ve ark.,
Yem Tiketimi Istahta a{t.ls.’ Metabolik sistemi, sindirim  2002; Myers ve ark.,
hizda degisim . .
sistemi 2024
Sindirim :1 ndlrln}kanal_mda ili Karaciger, Asch(.anbr? chve arll(< N
Fonksiyonlari ipertrofi, Besin emilim bagirsaklar 2010; Chen ve ark.,
kapasitesinde artis 2024
. . Isiiiretiminde artis, . Kadzere ve ark.,
V9CUt Slcakhgl Termoreguilasyon Hipotalamus, kas 2002; Taylor ve ark.,
Diizenlemesi . ... dokusu
mekanizmalarinda degisim 2009
o Toscano ve ark.,
K'fl.n A!ﬂsl Pefl.fe.rlk kan akiginda Dolasim sistemi 2023; Gouveia ve
Dizeni degisim ark. 2024




2.2. Gegis DOnemi Metabolik Hastahklar

2.2.1. Ketozis

Ketozis, 6zellikle yuksek verimli st ineklerinde sikga karsilasilan 6nemli bir
metabolik bozukluktur. Bu bozukluk, kandaki keton cisimciklerinin (aseton,
asetoasetat ve beta-hidroksibutirik asit gibi) anormal derecede yiksek seviyelerde
bulunmasiyla karakterize edilir (Cetin, 2017; Kovanlikaya, 2023). Keton
cisimciklerinin agir1 iiretimi, enerji metabolizmasindaki dengesizliklerden kaynaklanir
ve genellikle buzagilama sonras1 donemde negatif enerji dengesi (NED) ile iligkilidir
(Goff ve Horst, 1997).

Buzagilama sonras1 donemde, siit liretimi i¢in gereken enerji ihtiyaci onemli
Olciide artar. Yiiksek siit verimine sahip inekler, bu artan talebi karsilamak icin yeterli
miktarda yem tuketemeyebilirler. Bu durum, NED’e yol acar. NED durumunda, Yag
dokusunu pargalayarak vicudun enerji ihtiyacii karsilar. Bu siirecte, yag asitleri
karacigere tasmir ve burada keton cisimciklerine (ketogenez) doniistiiriiliir. Keton
cisimciklerinin tiretimi, viicudun bunlar1 enerji olarak kullanma kapasitesini astiginda,
kanda birikmeye baslarlar ve ketozise neden olurlar (Cetin, 2017; Zhang ve Ametaj,
2020). Ketozis, siit sigirlarinda 6nemli bir metabolik sorundur ve ciddi ekonomik
kayiplara yol acabilir. Bu nedenle, 6zellikle yiiksek siit verimine sahip ineklerde
ketozisin dnlenmesi ve etkili bir sekilde yonetilmesi biiyiik nem tasir. Dogru besleme
stratejileri, yem katki maddeleri ve stresin azaltilmasi gibi uygulamalarla ketozis riski

azaltilabilir ve siit sigirlarinin sagligi ve verimliligi korunabilir.

Ketozis olgulari, klinik ve subklinik olmak iizere iki ana kategoriye
ayrilmaktadir. Subklinik ketozis durumunda inek herhangi bir belirgin semptom
gOstermez, ancak kandaki BHBA seviyesi 1.2-1.4 mmol/L’nin {izerine g¢ikar
(Duffield, 2000; Oetzel, 2007a; Suthar ve ark., 2013). Bu form, siit veriminde diisiis,
tireme performansinda azalma ve diger hastaliklarin riskinde artig gibi uzun vadeli

olumsuz sonuclara neden olabilir. Klinik ketozis ise belirgin semptomlarla seyreden



bir formdur ve kandaki BHBA seviyesi genellikle 3 mmol/L’nin iizerindedir. Bu
durumda istahsizlik, kilo kayb, siit veriminde belirgin azalma, depresyon, sinirlilik ve
anormal sinirsel belirtiler gibi semptomlar godzlenebilir (Duffield, 2000; Oetzel,
2007a).

Ketozis, olusum zamanina ve nedenine gore iki farkl tipe ayrilir: Tip I ketozis,
genellikle laktasyonun 3. ile 6. haftalar1 arasinda goriiliir ve yetersiz karbonhidrat alim1
ile iliskilidir (Holtenius ve Holtenius, 1996). Tip II ketozis ise buzagilamadan hemen
sonraki ilk giinlerde ortaya c¢ikar ve genellikle asir1 yaglh ineklerde goriiliir; bu tip,

insulin direnci ve karaciger yaglanmasi ile baglantilidir (Oetzel, 2007a).

Ketozis, siit si@irlarinda siit veriminin azalmasi, iireme bozukluklar1 ve
metabolik hastaliklarin riskinin artmasi gibi ¢esitli olumsuz etkilere yol agcarak 6nemli
ekonomik kayiplara neden olabilir. Bu durum, siit iiretiminde ciddi diisiislere (Kog,
2023), anostrus, diisiik gebelik oram1 ve erken embriyonik Olim gibi lireme
problemlerine (Tiirkmen ve ark., 2015) ve siit hummasi ile abomazum deplasmani gibi
metabolik hastaliklari goriilme sikliginda artisa neden olabilir (Kog, 2023). Ayrica,
hastaligin tedavi maliyetleri ve verim kayiplar1 da ekonomik agidan isletmeleri

olumsuz etkiler.

Ketozisi 6nlemek ve yonetmek i¢in ¢esitli stratejiler uygulanabilir. Buzagilama
oncesi ve sonras1 donemde uygun besleme yonetimiyle negatif enerji dengesi (NED)
en aza indirilmeli; ineklerin buzagilama Oncesi asir1 yaglanmalar1 engellenmeli ve
dogum sonrasi yeterli miktarda ve kalitede yem tiiketmeleri saglanmalidir
(Garnsworthy ve ark., 2008a; 2008b). Kuru donemde diisiik enerji igeren rasyonlarin
kullanim1 da ketozis riskini azaltabilir (Kog, 2023). Ozellikle buzagilama sonrasi
donemde rasyonun enerji yogunlugunun artirilmasi, ineklerin artan enerji ihtiyacini
karsilamada faydali olabilir. Ayrica, propilen glikol, gliserol ve niasin gibi yem katki1
maddeleri karacigerde glikoz {iretimini artirarak ketozis riskini azaltabilirken;
korunmus kolin ve metiyonin takviyesi, karaciger fonksiyonlarini destekleyerek ve
yag mobilizasyonunu azaltarak koruyucu etki gosterebilir (Cetin, 2017). Bununla
birlikte, dogum swrasinda ve sonrasinda stresin azaltilmasi da ketozis riskinin

Onlenmesinde dnemli bir faktordr.



Ketozisin teshisinde, kan BHBA seviyelerinin Ol¢limii yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biyobelirtecler arasinda, NEFA, gliserol ve bazi inflamatuar
belirtecler yer almaktadir (Andersson, 1988).

2.2.2. Hipokalsemi

Sigirlarda hipokalsemi, genellikle buzagilama sonras1 donemde ortaya ¢ikan
ve hayvan saglig1 lizerinde ciddi etkilere sahip olan metabolik bir bozukluktur (Goff,
2008). Ozellikle siit ineklerinde buzagilama sonrasi kalsiyum seviyelerinde ani bir
diisiis yasanmasi, hipokalseminin temel nedenlerinden biridir. Bu durum, siit
veriminin yiiksek olmasi nedeniyle genellikle laktasyonun baslangicinda daha sik

gorilmektedir (DeGaris ve Lean, 2008).

Hipokalsemi, temel olarak plazma iyonize kalsiyum seviyelerinin 8 mg/dI’nin
altina diismesiyle tanimlanir (Reinhardt ve ark., 2011) ve genellikle ¢esitli fizyolojik,
beslenme ve gevresel faktorlerin etkilesimi sonucu gelisir. Kalsiyum metabolizmasi ve
regulasyonu kapsaminda bagirsaklardan emilim, kemiklerden mobilizasyon ve
bobreklerden atilim siiregleri hipokalsemi riskini dogrudan etkiler (Horst ve ark.,
2005). Buzagilama sonrasi donemde artan kalsiyum ihtiyacinin viicut tarafindan
yeterince karsilanamamasi, hipokalseminin gelismesinde dnemli bir rol oynar (Goff,
2008). Ayrica, Ozellikle buzagilama oncesinde uygulanan yiliksek kalsiyum igeren
dengesiz rasyonlar, paratiroid hormonunun etkinligini azaltarak dogum sonrasi
kalsiyum mobilizasyonunu zorlastirabilir (Lean ve ark., 2006). Dogum stresi de
hipokalsemi riskini artiran bir diger faktor olup, stres azaltict uygulamalarm bu riski
azaltabilecegi bildirilmistir (Mobini ve ark., 2018). Bunun yaninda, hipokalseminin
dogum sonras1 bagisiklik sistemini zayiflatarak, Ozellikle notrofil aktivitesini
baskilayip enfeksiyonlara kars1 duyarhligi artirabilecegi gosterilmistir (Kimura ve
ark., 2006).

Hipokalsemi hafif, orta ve siddetli olmak tizere ii¢ farkli seviyede goriilebilir

(Martinez ve ark., 2014). Belirtiler genellikle su sekildedir:



Hafif hipokalsemi, genellikle 1,75-2,0 mmol/L dizeyinde kan kalsiyumu ile
karakterizedir. Bu durumda istah azalmasi, halsizlik, kulaklarin sogumasi ve viicut

sicakliginda hafif diisiis gibi non-spesifik belirtiler g6zlemlenir (Goff, 2008).

Orta dlzeyde hipokalsemi, kan kalsiyumunun 1,25-1,75 mmol/L arasina
diismesiyle ortaya c¢ikar. Bu seviyede kaslarda giigsiizlik, titreme, koordinasyon

bozuklugu ve ayakta durmada zorluk goriiliir (Reinhardt et al., 2011).

Siddetli hipokalsemi ya da klinik siit hummasinda, kan kalsiyumu genellikle
<1,0 mmol/L seviyesindedir. Bu durumlarda hayvan yatar pozisyonda kalir, basini
govdesine yaslar, kas felci ve termal regiilasyon bozukluklar1 goriliir; tedavi

edilmezse 6limle sonuglanabilir (Horst et al., 2005).

Hipokalsemi tanis1 genellikle klinik belirtilere dayanarak konulsa da, kesin
teshis icin laboratuvar testleri gereklidir. Kan plazmasindaki kalsiyum seviyelerinin
Olciilmesi, hipokalseminin derecesini belirlemek agisindan 6nemlidir (DeGaris ve
Lean, 2008). Ayrica, magnezyum ve fosfor seviyelerinin de degerlendirilmesi,

hipokalseminin diger metabolik hastaliklarla iligskisinin ortaya konulmasima yardimci

olabilir (Reinhardt ve ark., 2011).

Hipokalsemi tedavisinde en yaygin yontem, intravendz kalsiyum glukonat
uygulanmasidir; ancak hastaligin Onlenmesi amaciyla da g¢esitli stratejiler
kullanilmaktadir (Goff, 2008). Buzagilama oOncesinde diisiik kalsiyum igeren
diyetlerin uygulanmasi, paratiroid hormonunun dogum sonrasi daha etkin ¢aligmasini
saglayarak hipokalsemi riskini azaltabilir (Lean ve ark., 2006). Ayrica, diyet katyon-
anyon dengesi (DCAD) stratejisi kapsaminda anyonik tuzlarm kullanimi metabolik
asidoz olusturarak kalsiyum mobilizasyonunu artirabilir (Horst ve ark., 2005). Bunun
yani sira, buzagilama sonrasinda uygulanan oral kalsiyum takviyeleri de

hipokalseminin dnlenmesinde etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir (Martinez ve

ark., 2014).
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2.2.3. Asidoz

Rumen asidozu, ineklerde rumen pH’sinin asir1 diismesiyle karakterize edilen
ve sindirim sisteminde ciddi bozukluklara yol agan kritik bir metabolik hastaliktir
(Kilig ve ark., 2010; Owens ve ark., 1998). Ozellikle yilksek miktarda kolay fermente
olabilen karbonhidrat igeren yemlerin ani ve asir1 tiikketimi, rumen mikroflorasimnin
hassas dengesini bozarak laktik asit {ireten bakterilerin hizli bir sekilde ¢ogalmasina
neden olur (Krause ve Oetzel, 2006; Yildiz ve ark., 2015). Bu durum, rumendeki asit
yiikiinii artirarak pH degerinin hizla diismesine ve asidik bir ortamin olusmasima yol

acar (Russell ve Rychlik, 2001).

Asidozun klinik belirtileri, hafiften siddetliye kadar degisebilir ve istah kayb,
siddetli ishal, karm agrisi, dehidrasyon ve ileri vakalarda 6liim gibi ciddi sonuglar
dogurabilir (Akyol ve ark., 2018; Nagaraja ve Chengappa, 1998). Subklinik asidoz ise,
belirgin klinik belirtiler gostermeden sinsi bir sekilde ilerleyerek siit veriminde diistis,
topallik, tirnak bozukluklar1 ve diger metabolik hastaliklara zemin hazirlayabilir
(Demirci ve ark., 2016; Enemark, 2008). Rumen duvarmimn asidik ortam nedeniyle
zarar gormesi, zararl bakterilerin kana karigmasina ve sistemik inflamasyona neden
olarak bagisiklik sistemini zayiflatir ve hayvanin genel sagligmi olumsuz etkiler

(Kleen ve ark., 2013; Plaizier ve ark., 2018).

Asidozun onlenmesinde temel strateji, rasyonun dengeli bir sekilde formiile
edilmesi, nisasta ve seker oranlarmin kontrollii tutulmasi, yem degisikliklerinin
kademeli olarak yapilmas1 ve yeterli miktarda fiziksel etkili lif saglanmasidir (Stone,
2004; Sahin ve ark., 2020). Rasyonda NDF iceriginin %32 nin {izerinde tutulmasi,
rumen pH’smin korunmasinda kritik bir rol oynar (Zebeli ve Metzler-Zebeli, 2012).
Ayrica, maya kiiltiirleri ve probiyotiklerin kullanimi, rumen mikroflorasini
destekleyerek asidoz riskini azaltmada etkili olabilir (Golder ve Lean, 2016; Kaya ve
ark., 2019).

Asidozun tedavisinde amag, rumen pH’sin1 yiikselterek rumen mikroflorasini
yeniden dengelemektir. Bu amagla, sodyum bikarbonat gibi tamponlayict maddeler
rasyona eklenir (Nordlund, 2011; Ugar ve ark., 2021). Rumen sagligini desteklemek

icin magnezyum oksit ve kalsiyum karbonat gibi alkali maddeler de kullanilabilir
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(Garrett ve Johnson, 2017; Oztiirk ve ark., 2017). Dehidrasyonu 6nlemek icin elektrolit
takviyesi ve ileri vakalarda intravendz sivi tedavisi uygulanmasi gerekebilir (Dirksen
ve ark., 2019; Celik ve ark., 2022). Kronik asidoz vakalarinda, uzun vadeli besleme

stratejileri ve yonetim degisiklikleri biiyiilk 6nem tagir.

2.2.4. Karaciger Yaglanmasi

Metabolizma, enerji ihtiyacini karsilamak i¢in c¢esitli biyolojik siiregleri
devreye sokar. Enerji agi§inin ortaya ¢ikmasi durumunda, viicut enerji kaynagi olarak
adipoz dokuda depolanan yag asitlerini kullanir (Ametaj ve ark., 2005). Ozellikle
erken laktasyon doéneminde, yiiksek verimli siit sigirlarinin enerji ihtiyacinin artmasi
ve rasyonla yeterince karsilanamamasi nedeniyle negatif enerji dengesi olusur. Bu
durumda, metabolizma, viicut yaglarin1 mobilize ederek enerji agigin1 dengelemeye
calisir. Bu siiregte kandaki NEFA seviyesinde belirgin bir artig goriiliir ve bu lipid
yapilar ¢esitli dokular tarafindan farkl sekillerde metabolize edilir (Arslan ve Tufan,
2010).

Karacigerdeki artan NEFA diizeyleri, hepatositlerde yag yapimi ve keton
cisimciklerinin olusum siireglerini tetikler. Ancak, NEFA’nin oksidasyonu kandaki
konsantrasyonuna bagli olup belirli bir sinirla gerceklesir. Eger karacigere gelen yag
asitleri metabolize edilme kapasitesini asarsa, trigliseritler birikerek yaglh karaciger
sendromuna yol acabilir. Yapilan arastirmalar, yiiksek verimli siit sigirlarinin gegis
doneminde yaklasik 9%50’sinde yaghh karaciger sendromunun goriildigiini

gostermistir (Bobe ve ark., 2004).

Memelilerde lipoproteinler, trigliserid tasinmasindan sorumlu olup iki ana tipte
bulunur: silomikronlar ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL). Ruminantlarda
plazma VLDL seviyesinin diisiik olmasi, karaciger dis1 dokular i¢in baslica lipid
kaynag1 olarak islev gérmesine neden olmaktadir. Siitte bulunan uzun zincirli yag
asitlerinin buytk bolumu, kandaki VLDL’ye bagh trigliseritlerden tiiremektedir. Bu
trigliseritler ya rasyonla alinan yaglardan ya da enerji acig1 durumunda adipoz
dokudan serbest birakilan lipitlerden olusmaktadir. Laktasyonun baglangi¢ evresinde,

negatif enerji dengesi sonucu lipoliz siireci hizlanmakta ve buna bagli olarak NEFA
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diizeyinde artig gozlenmektedir. NEFA, karaciger tarafindan keton cisimciklerine veya

esterifiye trigliseritlere doniistiiriilerek metabolize edilir (Arslan ve Tufan, 2010).

Normal kosullarda, trigliseritler karacigerde VLDL formunda depolanir veya
uzaklagtirilir. Ancak, erken laktasyon doneminde karacigere asirt miktarda NEFA
ulagmasi, VLDL iiretim kapasitesini asabilir. VLDL firetiminin sinirli olmasinin
sebepleri arasinda kolesterol, fosfatidilkolin ve apolipoproteinler gibi esansiyel
bilesenlerin yetersiz sentezi bulunmaktadir. Bu nedenle, siit sigirlarmin  gecis
doneminde karaciger yaglanmasmin baslica sebeplerinden biri, metabolize
edilebileceginden fazla yagin karacigere mobilize edilmesi ve bu siiregte kolin ve

metiyonin gibi lipotropik maddelerin eksikligidir (Pinotti ve ark., 2002).

Karacigerde yag birikiminin artmasi, karaciger fonksiyonlarin1i olumsuz
etkileyerek siit sigirlarmin  genel saghgmna zarar verir. Karaciger, glikoz
metabolizmasinda kritik bir rol oynar ve siit sigirlarinda gerekli olan glikozun %85’ini
sentezler. Ayrica, karacigerin fertilite, yem tiiketiminin diizenlenmesi ve bagisiklik
sistemi lizerindeki merkezi rolii, bu organin saglik durumu ile genel viicut kondisyonu
arasindaki baglantiyr agikca gostermektedir. Karaciger yaglanmasi, metabolik ve
reprodiiktif bozukluklarla iligkili olup, genel saghik durumunu olumsuz ydnde

etkileyen 6nemli bir faktordir (Bobe ve ark., 2004).

Karaciger yaglanmasi klinik ve subklinik formlarda gorilebilir. Klinik formda
istahsizlik, siit veriminde diisiis, depresyon ve kilo kaybi1 gibi belirtiler yaygindir (Bobe
ve ark., 2004). Subklinik form ise belirgin semptomlar gdstermeden ilerleyebilir ve
sadece biyokimyasal analizlerle tespit edilebilir (Herdt, 2000). Karacigerin fonksiyon
bozuklugu nedeniyle ketozis, bagisiklik sisteminin zayiflamast ve iireme
performansinda azalma gibi ikincil sorunlar da ortaya ¢ikabilir (Reynolds ve ark.,
2003). Cetin (2017), metiyonin ve korunmus kolin takviyesinin kan parametrelerini
iyilestirerek bu tiir metabolik rahatsizliklarin 6nlenmesine katki saglayabilecegini

bildirmektedir.

Tan1 koymada biyokimyasal analizler biiylik onem tasir. Plazma NEFA, BHBA

ve trigliserid seviyeleri karaciger yaglanmasinin belirlenmesinde yaygin olarak
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kullanilir (Oetzel, 2004). Ultrasonografi ve karaciger biyopsisi gibi yontemler de tanty1
dogrulamak i¢in kullanilabilir (Jorritsma ve ark., 2001).

Karaciger yaglanmasini dnlemek i¢cin dogru besleme yonetimi esastir. Gegis
donemi beslenmesi, siit ineklerinde enerji dengesini optimize edecek sekilde
dizenlenmelidir (Grummer, 2008). Yuksek Kkaliteli rasyonlar, yeterli diizeyde
glukojenik besin maddeleri ve lipotropik ajanlar (6rnegin metiyonin ve kolin)
icermelidir (Zom ve ark., 2011). Meral ve Kara (2013), kolinin karaciger
fonksiyonlarmi destekleyerek yag metabolizmasmi diizenledigini ve hepatik lipidoz
riskini azalttigini belirtmektedir. Ayrica, Cetin (2017), korunmus kolin ve metiyonin
takviyesinin siit verimi ve bilesimi iizerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.
Tedavi genellikle intraventz glikoz, instlin ve karnitin takviyesi gibi metabolik
destekleyicileri igerir (Drackley, 1999).

2.3. Kolin

Kolin (CsHisO2N; molekiill agirhigi 121 g/mol), viicut fonksiyonlarmin
stirdiiriilebilmesi agisindan elzem olan renksiz ve bazik bir bilesiktir. Her ne kadar
gecmiste B grubu vitaminleri arasinda degerlendirilmis olsa da, organizmada belirli
miktarlarda sentezlenebilmesi ve klasik anlamda bir enzim kofaktori olarak gérev
yapmamasi nedeniyle bu smiflandirmaya tam anlamiyla uymamaktadir (McDowell,
1989). Kolin, beyin fonksiyonlari, sinir iletimi ve hiicre yapisi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Metiyonin ve homosistein dongiisii, kolin metabolizmasiyla yakindan
iligkilidir. Bu baglanti, kolin oksidasyonu sonucu olusan betainin, betain-homosistein
metiltransferaz (BHMT) enzimi aracilifiyla homosisteini yeniden metiyonine
dontistirmesiyle saglanir. Ayrica, fosfatidiletanolamin-N-metiltransferaz (PEMT)
enzimi fosfatidilkolin sentezini katalizlerken, bu slire¢ S-adenosilmetiyoninin (SAM)
S-adenozilhomosisteine (SAH) doniisiimii ile iliskilidir. Bu enzimlerin aktiviteleri,
kandaki homosistein diizeylerinin diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir
(Chmurzynska et al., 2020).

Kolin eksikligi hiperhomosisteinemiye ve alkol dis1 yagl karaciger hastaligina

(NAFLD) yol acabilir (Leclercq ve ark., 2000; Liu ve ark., 2014; Radziejewska ve
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ark., 2020b) ve MTHFR rs1801133 C677T gen varyanti kolin durumu ile
iliskilendirilmistir (Abratte ve ark., 2008). Bu nedenle, homosistein igerigi dolayli
olarak kolin i¢erigini yansitabilir. Ancak, kolin durumu giinliik diyetle de iliskilidir ve
farkli besin gruplarinin farkli kolin igerigi vardir. MTHFR varyasyonu ile NAFLD
arasinda giiclii bir iliski olduguna dair artan kanitlar vardir (Adinolfi ve ark., 2005;
Catalano ve ark., 2014; Franco Brochado ve ark., 2013; Sazci ve ark., 2008).

Kolin, viicutta 6nemli metabolik islevlere sahip olan bir maddedir. Kolinin
metilasyondaki gorevi metil grubu vericisi olmaktir. Ayni1 zamanda ruminal sistemde
lipit metabolizmasi i¢in kritik olan fosfatidilkolinin yapisina katilir. Lipotropik etkisi
sayesinde karacigerde yag birikimini Onler (Piepenbrink ve Overton, 2003).
Karacigerden dokulara yag tasinmasi i¢in gerekli olan fosfolipitlerin sentezini artirarak
karaciger yaglanmasini engellemeye yardime1 olur. Negatif enerji dengesi yasayan siit
sigirlarinda, asir1 yag mobilizasyonu sonucu olusan NEFA molekiillerinin karacigere
tasinmasinda dnemli bir rol oynar. VLDL sentezi i¢in gerekli olan kolin, karacigerdeki

trigliserid birikimini azaltir (Overton ve Waldron, 2004).

Korunmus kolin formu, ruminantlarda daha fazla kullanilabilirligi nedeniyle
ozellikle gecis donemi gibi stresli zamanlarda Onem kazanir. Rumen
mikroorganizmalar1 tarafindan biiylik 6l¢lide parcalanan korunmamis kolin, ince
bagirsakta yeterli emilim gosteremez. Yapilan arastirmalarda, pamuk tohumu kiispesi,
arpa, balik unu ve soya fasulyesi kiispesi gibi gidalarda bulunan korunmamis kolinin
rumende parcalanma oranlar1 sirasiyla %79.4, %84.7, %82.9, %83.8, %98.0 ve %98.6
olarak bildirilmistir (Elek ve ark., 2008). Bu nedenle, rasyona eklenen kolinin

korunmus formda olmasi, ince bagirsakta emilim oranini artirir.

Ruminal metan tiretimi ile iliskilendirilen kolin metabolizmasi, ¢evresel etkiler
acisindan da dnemlidir. Ruminantlarin metan iiretimi, hem g¢evresel kirlilige yol acar
hem de enerji kaybina neden olur. Rumen mikroorganizmalar1 tarafindan kullanilan
kolinin metil gruplari, metan iiretiminde substrat olarak kullanilabilir. Yeterli metil
grubu saglanmadigi durumlarda, metan {iretimi engellenemez ve trimetilamin, metana

doniisiim i¢in birikir (Broad ve Dawson, 1976; Piepenbrink ve Overton, 2003).
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2.4.Metiyonin

Metiyonin dongust iginde metiyonin, DNA, RNA, protein, histonlar,
ndrotransmitterler ve fosfolipitler dahil olmak iizere ¢cok sayida metil alic1 i¢in bir metil
donorii olarak iglev goren SAM’a dontiistiiriiliir (Finkelstein, 1990). Metiyonin sentaz,
metil gruplarini noradrenalin, miyelin ve fosfatidil etanolamin (FE) dahil olmak tizere
cok cesitli molekiillere saglayan bir dongiiniin parcasidir. Metiyonin, metil grubu
donorii olarak islev goren SAM’e doniistiiriiliir. Tiim bu metiltrans feraz enzimlerinin
ortak Urlinu olan SAH normalde sadece hiicrelerde diisiik konsantrasyonlarda bulunur,
gunku daha sonra sisteine indirgenir veya metiyonine yeniden baglanir. Bu
reaksiyonlarda yer alan metiltransferaz enzimlerinin aktiviteleri, SAM'm doku

konsantrasyonlarmin SAH’ye orani ile yonetilir.

Ratlarda yapilan bir ¢alismada Betain-homosistein metiltransferaz, protein ve
metiyonin beslenmesiyle, N5-Metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferaz ise
metiyonin sentezine ihtiya¢ duyulan kosullar altinda arttigi, N5-metiltetrahidrofolat-
homosistein metiltransferaz aktivitesinin memelilerde metiyonin metabolizmasimin

dizenlenmesine onemli 6l¢iide katkida bulundugu sonucuna varilmistir (Finkelstein

ve ark., 1971).

Apolipoprotein E eksik fareler, ti¢ farkli gruba ayrilmistir: (1) yiiksek metiyonin
iceren ve homosistein diizeyi normal olan diyetle beslenen grup, (2) ylksek metiyonin
iceren, B vitamini eksikligi ve buna bagli hiperhomosisteinemi gelisen grup, (3)
normal metiyonin igeren, ancak B vitamini eksikligi nedeniyle hiperhomosisteinemisi
olan grup. Sonuglara gore, metiyonin agisindan zengin diyetle beslenen farelerde
aortik arkta belirgin ateromat6z lezyonlar gbzlenmistir. Buna karsin, B vitamini
eksikligi nedeniyle homosistein diizeyleri yiiksek olsa da, bu gruplarda vaskiiler
patolojide herhangi bir artig saptanmamuistir. Bu bulgular, metiyonin alimmdaki 1liml1
artiglarin aterojenik oldugunu, ancak yiiksek plazma homosistein duzeylerinin tek
basma ateroskleroz gelisimine yol agmadigin1 gostermektedir. Sonug olarak, damar
hastaliklar1 ile iligkili olan asil faktoriin plazma homosistein dlzeyinden ziyade,
metiyonin metabolizmasindaki bozulmalar sonucu ortaya ¢ikan homosistein tiirevleri
olabilecegi diistiniilmiistiir (Hwang ve ark., 2001). Zou ve ark. (2003) arastirmasinda

da benzer bulgulara rastlanmig, B vitamin takviyesinin serum Hcy seviyelerini
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diistiremese de, farelerde aortik arkta daha az ateroskleroz gozlemlenmis ve B
vitaminlerinin anti-aterojenik etkisi serum Hcy seviyelerinden bagimsiz oldugu

kanisina varilmustir.

Insanlarda yapilan calismada Metiyonin alimmin 1.24 g’dan 1.87 g’a
¢tkmasinda homosistein diizeyi de 10.3’den 9.1 umol/L diizeyine diigmiistiir (Jacques
ve ark., 2001). Avrupa’da yapilan genis bir retrospektif ¢alismada arterosklerozlu 750
ve saglikli 800 bireyin aglik plazma homosistein diizeyleri Olciilmiis ve gruplar
arasinda anlaml farklilik gosterdigi goriilmiis,ardindan metiyonin yiiklemesi yapilmis
ve kisilerin %27’sinin daha hiperhomosisteinemi grubuna ge¢gmesine neden oldugu

tespit edilmistir (Graham ve ark., 1997).

Metiyonin sentaz, metil gruplarini noradrenalin, miyelin ve fosfatidil etanolamin
(FE) dahil olmak Uzere ¢ok cesitli molekiillere saglayan bir dongiiniin parcasidir
(Kennedy ve ark., 1992). Metil gruplarinin ana diyet kaynaklar1 kolin, betain ve
metiyonindir. Koyunlar diyetleri yeterli miktarda betain ve kolin igermesine ragmen,
bu bilesikler rumen mikroorganizmalar1 tarafindan neredeyse tamamen
parcalanmasindan dolayr metil grubu eksikligi goriinme agisindan risk altindadir
(Dawson ve ark., 1981, Mitchell ve ark., 1979). Bu nedenle koyunlar, enterohepatik
dongii ile kolinin korunmasina ve dolayli yol kullanilarak fosfatidil etanolaminden de

novo biyo sentezine glivenmektedir (Neill ve ark. 1978).

Robert ve ark. (1994) yaptig1 ¢alismada siit ineklerinin diyetlerindeki rumen
korumali metiyoninin (RPM), erken emzirme doneminde hem siit hem de siit proteini
verimini arttirdigini belirtmistir. Yapilan diger calismalar RPM ilaveli diyetin gelismis
antioksidan kapasitesinde ve antienflamatuar duruma etkili oldugunu (Osorio ve ark.,
2014), embriyo gelisimini ve gebelik kaybin1 azalttigini1 gostermistir (Toledo ve ark.,
2017).

Norsidah ve ark. (2013) metiyonin miktar1 yiiksek bir diyetle beslenen farelerde
folat ve vitamin E’nin plazma homosistein ve kalp oksidatif stresi lizerine etkilerini
arastirmislardir. Sonugta yiiksek metiyonin verilen grupta glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) aktivitesinin diisiik oldugunu, katalaz (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD)

aktivitelerinin metiyonin ve vitamin desteginden etkilenmedigini bulmuslardir.
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Sonugta yiiksek metiyonin diyetinin sebep oldugu yiiksek homosistein seviyesinin

azaltilmasmda E vitamininin folada gore daha etkili oldugu bildirilmistir.

Transkripsiyon, protein ekspresyonu ve metiyonin sentaz (MTR) aktivitesi, deri
ve bagirsak epitellerinin ¢ogalan hiicrelerinde, sican bagirsak kriptlerinde ve ¢cogalan
CaCo2 hiicrelerinde artarken, MTR aktivitesi sican bagirsak villusundaki DNA
metilasyonu ile iligkilidir (Gueant ve ark., 2013).

Mitokondriyal oksijen radikal olusumu ve sizintisina ve ayrica mitokondriyal
DNA ve proteinlere oksidatif hasara metiyonin kisitlamasinin etkisini incelemek i¢in
yapilan ¢aligmada fareler kontrol grubu ve kontrol grubuna verilen diyete ek olarak
%0.17 I-metiyoninin ve %3.39 I|-glutamik asit igeren metiyonin kisitlamali grup
olusturulmus ve yapilan analizlerin sonucunda metiyonin kisitlamasimin mitokondriyal
reasktif oksijen tirleri (ROS) olusumunu ve mitokondriyal DNA ve proteinlere

oksidatif hasar1 azalttig1 bulunmustur (Sanz ve ark., 2006).

Maymunlara 4 hafta boyunca oral olarak metiyonin takviyesinin yapildigi
calismanin sonucunda plazma Hcy seviyelerinde yaklagik 3 kat bir artis
gbzlemlendigini belirtmislerdir (Boger ve ark., 2001). Boger ve ark. (2009) insanlarda
yaptig1 calismada oral olarak 100 mg/kg tek doz metiyonin takviyesinin plazma

homosistein diizeylerinin yiikseldigini géstermiglerdir.

Yapilan bir ¢alismada, farkli diizeylerde ve kaynaklarda metiyonin ile beslenen
piliclerin karaciger ve gogiis kaslarinda insiilin benzeri biiyiime faktorii I (IGF-1) ve
bitylime hormonu reseptorii (GHR) gen ekspresyonlari incelenmistir. 22-42 gunliik
yas araligmdaki civcivler, metiyonin takviyesi yapilmayan kontrol grubu, %0.08 DL-
metiyonin iceren DL1 grubu, %0.24 DL-metiyonin iceren DL2 grubu, %0.11
metiyonin hidroksi analog-serbest asit (MHA-FA) iceren MHA-FA1 grubu ve %0.33
MHA-FA iceren MHA-FA2 grubu olmak iizere bes farkli gruba ayrilmistir. Deneme
sonunda karaciger ve gogiis kas1 dokularindan RNA izole edilmis; cDNA sentezi ve
amplifikasyonu, kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-PCR) yodntemiyle
gerceklestirilmistir. Sonuglar, kas dokusundaki GHR ve IGF-I gen ekspresyonlarmin
metiyonin takviyesinden anlamli sekilde etkilenmedigini gostermistir. Buna karsin,

karaciger dokusunda IGF-1 gen ekspresyonunun metiyoninle desteklenen gruplarda,
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kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle DL2 grubundaki
IGF-1 mRNA seviyeleri, DL1, MHA-FA1 ve MHA-FA2 gruplarina kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica DL2 grubunda, karacigerdeki GHR gen ekspresyonu
kontrol grubuna gore anlamli sekilde artig gostermistir. Bu bulgular, metiyonin
takviyesinin IGF-1 sentezini uyararak ve buyime hormonu etkisini artirarak hayvan
performansini olumlu yonde etkileyebilecegini ortaya koymustur (Del Vesco ve ark.,
2013). Broyler tavuklar lizerinde yapilan bir diger ¢alismada, iskelet kasindaki diyetle
alinan metiyoninin gogiis eti birikimi ve protein ekspresyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bu amagla, metiyonin orani diisiik (MD) ve metiyonin orant normal
(MN) olmak iizere iki deneme grubu olusturulmustur. Pektoralis major (PM) kas
dokusundan elde edilen 6rneklerde toplam 190 farkli protein tanimlanmistir. MD
grubundaki tavuklarin géglis kasinda yalnizca bu gruba 6zgii olarak piruvat kinaz,
miyozin alkali hafif zincir-1 ve ribozomal protein L-29 enzimlerinin bulundugu tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, 6zellikle piruvat kinaz enziminin
metiyonin eksikliginin biyolojik bir belirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir. (Corzo ve ark., 2006).

Biiyiliyen kuzulardaki metiyonin takviyesi, eser minerallerin biyoyararlanimini
ve blylime performansmi arttirdi (Abdelrahman ve Hunaiti, 2008). RPM ile diyet
takviyesinin koyun siitii yagi ve toplam kati1 icerigi, antioksidan kapasitesi ve emziren
kuzularin biiylime oranini arttirdigi gosterilmistir (Tsiplakou ve ark., 2017). Yapilan
bir c¢alismada diyet rumen korumali metiyonin takviyesinin kuzularin yem
verimliligini, azot kullanimim1 ve et kalitesini iyilestirme potansiyeline sahip
olabilecegini, ancak optimum RPM dozunun daha fazla tanimlanmasi gerektigini

gostermistir (Li ve ark., 2019).

Metiyoninin takviyesinin embriyo gelisimine etkisini incelemek i¢in yapilan bir
calismada fare embriyolarinin gelisimi i¢in siit ineklerinden alinan serum kullanilmis
ve normal serum kullanildiginda toplam embriyo proteini, somite ¢iftleri veya anormal
olan embriyolarin ylizdesi (ndral tiip kapanmasi, anormal sekil, gelisim yok) olarak
Olgiildiigiinde embriyonik gelisim anormal bulunurken, serum aminoasit ve
vitaminlerle takviye edildiginde, yalnizca aminoasit takviyesi yapildiginda, sadece
metiyonin takviyesi yapildiginda ve rumen korumali metiyonin takviyesi yapildiginda

anormal bir durumla karsilasilmadigi embriyo normal gelisimini tamamladigi
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bulunmus, sonug olarak sigir serumunun ¢ok diisiik metiyonin seviyesinde oldugu ve
fare embriyolarinin normal gelisimini geciktirdigi sonucuna varidmigtir (Coelho ve
ark., 1989). Ikeda ve ark. (2012), metiyoninin sigir embriyo gelisimi iizerindeki
etkilerini arastrmak amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada, embriyo kultir
ortamlarma tek karbon metabolizmasinda yer alan metiyonin yolunu engelleyen
etionin ya da ilave metiyonin eklemislerdir. Yapilan gézlemler sonucunda, etioninin
embriyolarin morula asamasina kadar gelisimini engellemedigi, ancak blastosist
asamasina ulagmalarmi belirgin sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bulgular
dogrultusunda, metiyoninin 6zellikle moruladan blastosist asamasina geciste, sigir
embriyosunun normal gelisimi i¢in kritik bir rol oynadigi sonucuna varilmistir.
Yapilan bir bagka ¢alismada, maternal metiyonin takviyesinin sigir preimplantasyon
embriyolarmm transkriptomu {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Holstayn
inekleri, ham protein (%16.5 KM bazinda), enerji, lif, nisasta, yag, makro ve mikro
mineraller ile vitamin a¢isindan benzer rasyonlarla beslenmis; ancak metiyonin icerigi
acisindan iki gruba ayrilmistir. Metiyonince zengin grup, %6.8 lisin MP ve %2.4
metiyonin MP iceren, gunlik 2.875 g metabolize edilebilir protein saglayacak sekilde
olusturulurken; kontrol grubu %1.9 metiyonin MP icermistir. Her iki gruptan yiiksek
kaliteli preimplantasyon embriyolar toplanmis ve RNA dizileme (RNA-seq)
yontemiyle analiz edilmistir. Analiz sonucunda, embriyonik gelisimle iliskili VIM,
IFI6, BCL2A1 ve TBX15 ile bagisiklik yanitiyla iliskili NKG7, TYROBP, SLAMF7,
LCP1 ve BLA-DQB gibi genler de dahil olmak iizere toplam 276 genin farkli
diizeylerde ekspresyon gosterdigi belirlenmistir. Bu genlerin ¢ogunun ekspresyon
diizeyinin, maternal metiyonin takviyesi ile azaldig1 ve bunun, metiyoninin belirli gen
bdlgelerinde metilasyonu artirarak transkripsiyonu baskilamasiyla uyumlu oldugu
ortaya konmustur (Penagaricano ve ark., 2013). Laktasyondaki st ineklerinde erken
embriyo gelisimi iizerine metiyonin takviyesinin in vivo etkilerini incelemek i¢in
stiperovule hayvanlar % 2.43 metiyonin MP iceren diyet uygulanan Metiyonin grubu,
% 1.89 metiyonin MP iceren diyet uygulanan kontrol grubu olarak iki gruba ayrilmis,
sonucunda hem siit proteinin liretilen kg hem de siitteki protein yiizdesinde bir artis
oldugu, rumen korumali metiyonini dolagimdaki metiyonin konsantrasyonlarina
beslemede biiyiik bir etki gosterdigi (Kontrol = 16.8 uM ve Met takviyeli = 22.9 uM)
ancak degerlendirilen 570 embriyoda dollenme veya embriyo kalitesinde fark

bulunamamistir (Wiltbank ve ark., 2014).
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2.5. Korunmus Kolin ve Metiyoninin Gecis Doneminde Kullanim

Buzagilama sonrasi negatif enerji dengesi nedeniyle siit sigirlarinda asir1 yag
mobilizasyonu gozlemlenebilir. Bu durum, karacigerde yag birikimine yol acarak
karaciger yaglanmasi ve ketozis gibi metabolik hastaliklara neden olabilir. Kolin, bu
tiir hastaliklarin riskini azaltmada veya engellemede kullanilabilir. Siit sigirlarinin
rumen mikroorganizmalari, korunmamis kolin formlarini biiyiik 6l¢iide pargalar. Bu
durum, korunmamais kolin igeren rasyonlarla beslenen siit sigirlarinda ince bagirsaga
ulasan kolin miktarinda belirgin bir artisin gézlenmemesine neden olur (Broad ve
Dawson, 1976; Neil ve ark., 1978). Kolin ince bagirsaga ulastiginda ¢ogunlukla
fosfatidilkolin seklinde bulunur. Fosfatidilkolin, basta protozoalar olmak (izere

rumende bulunan mikroorganizmalar tarafindan uretilir (Broad ve Dawson, 1976).

Gecis donemindeki yiiksek verimli siit si@irlarina verilen rasyonlarda yogun
konsantre yem kullanimi, rumendeki protozoa varligini olumsuz yonde etkileyebilir.
Bu nedenle, dzellikle bu dénemde korunmus kolin ihtiyacinin artmasi beklenir (Meral
ve Kara, 2013).

Korunmamis kolin formlarmmm, ruminal metan iiretimi ile iliskisi oldugu
bilinmektedir. Ruminantlar tarafindan iiretilen metan, ¢evresel kirlilige yol agan bir
sera gazidir ve hayvanmn sindirdigi brit enerjinin %2-12'sinin kaybma neden olur
(Johnson ve Johnson, 1995). Rasyondan alinan korunmamis kolinin metil gruplari,
rumen mikroorganizmalar1 tarafindan metana doniismeden 6nce trimetilamine gevrilir.
Ancak bu doniisiim, yeterli substrat mevcut oldugunda gergeklesir. Substrat yetersiz
oldugunda ise metana doniismeyen trimetilamin rumende birikebilir. Ayrica, kolinin
metil gruplarinin metana doniistimiinde trimetilaminin tek araci oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte, metilamin de metan Uretimi igin substrat gorevi goriir. Ayrica,
metiyoninin metil grubu da metana doniigebilir (Neil ve ark., 1978). Yuksek verimli
slit sigirlarinda, konsantre yemlerin fazla kullanilmasi rumen mikroflorasinin
dengesini bozarak kolin kaynaklarinin yetersiz hale gelmesine yol acabilir (Broad ve
Dawson, 1976). Bu nedenle, kolinin korunmus formda (rumende pargalanmayan)

kullanimi, hayvanlarm metabolik saglig1 i¢in biiylik 6nem tagir (Pinotti ve ark., 2000).
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Siit ineklerinin gecis donemi, metabolik degisikliklerin yogunlastigi ve
beslenme agisindan kritik bir evredir. Bu donemde, rumen korumali metiyonin (Met)
takviyesi, ineklerin genel iiretimi ve saglig1 izerinde 6nemli bir rol oynar. Metiyonin,
siit sentezi i¢in sinirlayici bir amino asit olmasimnin yani sira, fosfatidilkolin gibi 6nemli

metillenmis bilesiklerin sentezini de destekler (Zhou ve ark., 2017).

Gegis doneminde siit inekleri, yiiksek fosfatidilkolin gereksinimine sahiptir.
Fosfatidilkolin, karacigerde VLDL sentezi i¢in gereklidir ve yagli karacigerin
onlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Buzagilamadan sonra, sit ineklerinin sttteki
fosfatidilkolin seviyeleri artar ve bu durum, karacigerin kolin ve metabolitlerini

tuketmesine neden olur.

Metiyonin takviyesi, gecis donemindeki siit ineklerinde fosfatidilkolin sentezini
artirarak karacigerin VLDL ihracatii destekler. Bu sayede, karacigerin normal yiiksek

slit sentezi oranlarma ulagmasi saglanir ve metabolik hastaliklarin riski azaltilir.

Kolin ve metiyonin eksikliginin, karacigerde lipit birikimini artirdigi ¢esitli
arastirmalarla ortaya konmustur (Ardalan ve ark., 2011; Guretzky ve ark., 2006). Bu
nedenle bu besin maddeleri, sut inekleri icin o6zellikle gecis doneminde temel
molekdller olarak kabul edilmektedir. Rasyona eklenen rumen korumali kolinin (RPC)
karacigerde biriken trigliserit oranmni azalttigi (Cooke ve ark., 2007; Elek ve ark.,
2013), plazma NEFA ve BHBA dizeylerini diisiirdiigii, enerji dengesini iyilestirerek
karaciger saglhigina olumlu etkiler gosterdigi bildirilmistir (Cooke ve ark., 2007; Xu ve

ark., 2006).

Gecis donemindeki ineklerde rumen korumali metiyonin kullanilmasi lipid
metabolizmasi1 ve enerji homeostazi {izerinde diizenleyici bir etki gosterse de, bu
konuda yapilan arastirma sayis1 nispeten azdir. Ayrica, rumen korumali kolin ve rumen
korumali metiyonin arasindaki potansiyel etkilesimler de smnirli sayida incelenmistir

(Shahsavari et al., 2016).

Yag mobilizasyonu, karacigerde asir1 lipit peroksidasyonuna ve serbest radikal
olusumuna yol agarak redoks dengesinin bozulmasina yol agabilir (Osorio ve ark.,
2014; Turk ve ark., 2013). Bu durum, oksidatif stresi arttirarak bagisiklik
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fonksiyonlarinda azalma ile sonuglanir (Sordillo ve ark., 2009; Trevisi ve ark., 2013).
Insan, kemirgen ve baliklarda yapilan calismalarda kolin ve metiyoninin oksidatif
stresi azalttig1 ve bunun sonucunda bagisiklig artirdigi tespit edilmistir (Miller ve ark.,
2005; Wu ve ark., 2013). Ancak, geg¢is doneminde RPM ve RPC kullaniminin siit
ineklerinin antioksidan durumu ve immiinolojik fonksiyonlarni nasil etkiledigi tam
olarak anlagilamamigtir. RPM kullanimmin, glutatyon gibi 6nemli bir antioksidan
peptidin sentezini hizlandirarak, gecis donemindeki siit ineklerinin antioksidan

kapasitesini artirabilecegi gosterilmistir (Osorio ve ark., 2014).

Cetin (2017), gecis donemindeki yiiksek verimli siit sigirlarinin rasyonlarina
korumali kolin ve metiyonin eklemenin kuru madde alimi, siit verimi ve bilesimi,
viicut kondisyon skoru, kan metabolik profili, saglhk durumu ile bazi iireme
parametreleri iizerindeki etkilerini incelemistir. Arastirmada, rumen korumali
metiyonin (RPM) takviyesinin siit verimi, siit bilesenleri ve karaciger sagligi izerinde

olumlu etkiler sagladig: bildirilmistir.

Cetin ve arkadaslar1 (2018) ise, ge¢is donemindeki siit sigirlarinin rasyonlarina
eklenen rumen korumali kolin ve metiyoninin kuru madde tiiketimi, siit verimi, siit
kompozisyonu ve viicut kondisyon skoru lizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir.
Elde edilen sonuglar, RPM takviyesinin siit verimi ve siit bilesenlerinde olumlu
artiglara yol agtigin1 gdstermistir; Ozellikle siit protein ve yag oranlarinda belirgin
yiikselmeler saptanmistir. Bu veriler, rumen korumali metiyoninin gegis donemindeki

stit sigirlariin beslenmesinde 6nemli bir katk1 saglayabilecegine isaret etmektedir.

Yapilan bir baska caligmada siit sigirlarinda metiyonin (Met) ve kolin
takviyesinin karacigerdeki BHMT, MTR ve CBS genlerinin transkripsiyonu ve
aktivitesi iizerindeki etkilerini incelemeyi amaglamaktadir. Elde edilen bulgular, Met
takviyesinin fosfatidilkolin ve antioksidanlarin sentezini artirarak ineklerde daha iyi
bir performans ve immuno-metabolik durum sagladigint géstermektedir (Zhou ve ark.,
2017). Zhou ve ark. (2018)’nin yaptig1 caligmada da siit inegi karaciger hiicrelerinde,
Metiyoninin transmetilasyon ve transsilfirasyon sireglerini daha fazla etkiledigini,
sitidin 5’-difosfo kolin yolunun ise kolin beslemesine daha duyarl oldugunu ancak bu
verilerin canli organizmalardaki etkileri i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ oldugunu

belirtmislerdir.
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2.6. Homosistein

Homosistein, metiyoninden tiiretilen ve metiyonin i¢eren gidalarla alinabilen,
viicudun metilasyon siirecinin dogal bir pargasi olarak olusan kiikiirtlii bir amino asittir
(McCully, 1969; Selhub, 1999). Lipotropik bir molekul olan homosistein, vicuttaki
yaglarin metabolik olarak yakilmasini hizlandirma potansiyeline sahiptir (Ueland ve
ark., 2000). Kan diizeyleri, alinan metiyonin miktarma ve Bg vitamini, B12 vitamini ile
folik asit diizeylerine baglidir; bu vitaminler homosistein metabolizmasinin diizgiin

isleyisi i¢in gereklidir (Selhub ve ark., 1993).

Homosistein, metiyoninin glutatyon gibi onemli antioksidanlara doniismesi
stirecinde bir ara metabolittir ve toksik 6zellikler tasidig1 bilinmektedir (Jakubowski,
2000). Metabolize olmast i¢in iki ana yol bulunmaktadir: remetilasyon ve

transsulfurasyon (Radziejewska ve ark., 2020a).

Homosistein remetilasyonu iki farkli yolla gergeklesmektedir (Sekil 2.1):

Folat dongust yoluyla: Bu yolda gerekli metil grubu, 5-metil tetrahidrofolat
formunda folat dongiisiinden saglanir. Bu doniistim, 5-metil tetrahidrofolat
homosistein metiltransferaz enzimi araciligiyla gerceklesir ve bu enzimin kofaktorii
B12 vitaminidir (Finkelstein, 1990). Tetrahidrofolatin kaynagi diyetteki folik asit iken,
dongiiniin devamliligimi saglayan enzim MTHFR olup bu enzimin de kofaktorii yine

B2 vitaminidir (Scott ve Weir, 1998).

Betain yoluyla: Alternatif remetilasyon yolunda metil kaynagi olarak betain
kullanilir. Homosistein, betain-homosistein S-metiltransferaz enzimi yardimiyla tekrar
metiyonine doniistiiriilir. Bu reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in ortamda betain
bulunmalidir. Betain, diyetle almabilecegi gibi kolinden de sentezlenebilir (Craig,
2004). Bu yol 6zellikle folat diizeylerinin diisiik oldugu durumlarda 6nem kazanir ve

yalnizca karaciger ve bobrek dokularinda islevseldir (Slow ve ark., 2004).
Transsiilfiirasyon, iki basamaktan olusan bir siirectir (Sekil 2.1): Homosistein,

sistationin B-sentaz (CBS) enzimi tarafindan sistationine doniistiiriilir. Ardindan

sistationin, sisteine metabolize edilir.

24



Her iki reaksiyonun da kofaktorii Bs vitaminidir (Finkelstein, 1998). Olusan
sistein, sonrasinda taurin veya glutatyon gibi Onemli bilesiklerin sentezinde
kullanilabilir.  Homosistein  tim  dokularda  sentezlenebilmekle  birlikte,
detoksifikasyonu yalnizca karaciger ve bobrekte gergeklesir (Miller, 2003). Kan
damarlar1 ve beyin gibi diger dokularda homosistein birikimini dnlemenin tek yolu
remetilasyon olup, 6zellikle beyin dokusunda betain bulunmadigi i¢in bu doniisim
yalnizca folat dongiisii araciligiyla gerceklesir. Dolayisiyla, artmig homosistein
diizeylerinin 6nlenmesinde aktif MTHFR enzimi, yeterli folik asit ve B> vitamini
diizeyleri kritik rol oynamaktadir (Moll ve Varga, 2015).

I Remetilasyon Yolu |
|

Divet Proteinleri

Tetrahidrofolat — 2
(THF) ' s =l IS
Fomt N,N,-dimetil glisin S-adenosil metiyoni Protein §
510-metlen  pongisi  MS BHMT  Mellyouin + Metil Transferaz  [-] 2
tetrahidrofolat [B12] . onetist S-adenosil istein SCH, 3
(CHzTHF)- . Vit B, Betain §
5-metil tetra- =
MTHFR hidrofolat =
(CH3THF) — -
CBS| Bs
s‘_;:':i"n €—Propiyonil CoA o= a- Ketobiitirat + NH,* “_Siﬂaﬁ)’onm
I I CYS l Bg —| Transsiilfiirasyon Yolu
| Homosisteinin Hidrolizi | Tasrin /S(— istein CBS  Sistatiyonin p-sentaz
Protein Sentezi ¢ CYS  sistatiyonaz
2-— MS Metiyonin sentaz
Glutatyon Silfat (S0,~) + CO: MTHER Metilen tetra hidrofolat rediktaz

Sekil 2.1. Homosistein metabolizmasi (Vychytil ve ark., 1998).

Homosistein miktarinin  tespitinde aminoasit kromatografisi, yiksek
performansh sivi  kromatografisi (HPLC), ELISA, gaz kromatografisi Kkdtle
spektroskopisi  (GC-MS), antikor floresans polarizasyon imminoassay gibi
yontemlerin yani sira radyoenzimatik ve elektrokimyasal teknikler de kullanilmaktadir

(Perry, 1999).
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Homosistein seviyeleri, folik asit, vitamin Be, vitamin B, vitamin B, ve
magnezyum eksiklikleri, yaslilik, viicutta agir metal birikimi, obezite, tiroid
hastaliklari, bobrek hastaliklar1 ve bazi ilaglarin agir1 tiiketimi gibi ¢esitli faktorlerden
dolay1 yiikselebilir. Ayrica, MTHFR genindeki belirli bir tek niikleotit polimorfizmi
(SNP), diyetle alman vitaminlerin aktif formlarina doniisiimiinii zorlastirabilir.
Veteriner hekimlikte, homosistein ile ilgili sonuglar ¢eliskili ve nadir veriler nedeniyle
tartismalidir (Cotul ve ark., 2020).

Slperoksit anyonu (O2-) ile endotel kaynakli nitrik oksit (NO) arasindaki
reaksiyon, NO’nun biyoyararlanimin1 azaltarak vaskiiler fonksiyonu bozabilir ve
aterosklerozun erken gelisimine katkida bulunabilir. Hiperhomosisteinemi, heniiz tam
olarak anlasilamamis bir mekanizma ile endotel tarafindan O2-’den tiretilen serbest
radikallerin asir1 iiretimine yol acar. Tavsan endotel hiicreleri ilizerinde yapilan bir
calismada, 10 umol/L Tiron, C vitamini veya E vitamininin homosistein ile indiiklenen
endotel hiicrelerindeki O2- seviyelerini kontrol edebildigi gosterilmistir (Lang ve ark.,
2000).

Homosisteinin nitrik oksit (NO) sentezi, biyoyararlanimi ve yikimi {izerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada, insan umbilikal ven
endotel hiicre kiltirlerinde endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) ve dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) genlerinin ekspresyon diizeyleri ile NO miktarlar
analiz edilmistir. Bu amagla, hiicreler swrasiyla 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM
homosistein konsantrasyonlariyla 24 saat inkiibe edilmis, ardindan cDNA
sentezlenerek uygun primerlerle PCR uygulanmas, iirlinler agaroz jel elektroforeziyle
degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda kiiltlir ortamindaki NO diizeyleri de dl¢lilmiistiir.
Elde edilen bulgular, homosisteinin eNOS ve DDAH gen ifadeleri iizerinde anlaml1
bir degisiklige neden olmadigmi, ancak NO iiretimini hafif diizeyde baskiladigmi
ortaya koymustur (Akkiprik ve ark., 2007).

Oral metiyonin ve oral homosisteinin endotel fonksiyonu Gzerindeki etkilerini
incelemek amaciyla yapilan bir calismada, 11°i plasebo, 11°i deneme olmak lizere 22
kisilik iki grup olusturulmustur. Asetilkolin (endotele bagimli) ve sodyum nitroprussid
(endotelden bagimsiz) intra-arteriyel inflizyonuna yanit olarak Onkol kan akisi

Olctilerek belirlenen endotel fonksiyonu sonuglarina gore, metiyonin verilen grupta
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plazma metiyonin ve homosistein konsantrasyonlar1 plaseboya gore artarken, endotele
bagimli yanitlar azalmistir. Homosistein verilen grupta ise homosistein artarken
metiyonin degismemis ve endotele bagimli yanitlar %34.6’dan %22.8’e diismiistiir.
Bu sonuglar, endotel fonksiyonlarindaki degisikliklerden metiyoninin degil,

homosisteinin sorumlu oldugunu gostermektedir (Hanratty ve ark., 2001).

Hiperhomosisteineminin endotel hasarma ve miyometriumda kasilmalara neden
olarak prematiire dogumlara yol acabilecegi diisiincesiyle yapilan bir arastirmada,
prematiire dogum yapmis 60 kadin, 25-30. haftada dogum yapanlar prematire 1 ve 31-
36. haftada dogum yapanlar prematiire 2 olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Ayrica,
normal dogum yapmis saglikli 30 kadm ile kontrol grubu olusturulmustur. Tiim
gruplarin serum total homosistein, folik asit, B1> vitamini, trigliserit, kreatinin, total
kolesterol, VLDL, LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) ve HDL (ylksek yogunluklu
lipoprotein) kolesterol diizeyleri Olgiilmiistiir. Sonug¢ olarak, gruplar arasinda
homosistein, B12 vitamini, folik asit ve diger lipid parametreleri agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmezken, Prematiire 1 ve Prematiire 2 gruplarinda folik asit ile
homosistein seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon tespit edilmistir. Bununla
birlikte, kontrol grubunda HDL kolesterol ile homosistein arasinda da negatif bir
korelasyon goriilmiis ve prematiire dogumlara diger faktorlerin daha etkili oldugu

sonucuna varilmstir (Diilger ve ark., 2008).

Ayrica insanlarda yapilan ¢alismalarda neovaskiiler yasa bagli makula
dejenerasyonunda (AMD) plazma homosistein seviyesinin yiiksek oldugu bulgusuna
ulasilmistir (Axer-Siegel ve ark., 2004), karaciger ve koroner damar hasar1 (Cift¢i ve
Yuce, 2013), kardiyovaskiiler hastaliklar (Ganguly ve ark., 2015), geriatrik bir
sendrom olan kadinlardaki kirilganlik (Idil ve ark., 2022), kronik bobrek hastaliklar
(Cemile ve ark.,2021; Perna ve ark., 2019), diisiikler (Cikim ve Tok, 2021; Gaiday ve
ark., 2018), osteoporoz (Kim ve ark., 2013; Ontan ve Dokuzlar, 2021) , tip 11 diyabet
(Abdulhameed ve ark., 2023), yeme bozukluklar1 (Levine ve ark., 2007;
Paratthakonkun ve ark., 2019) gibi cesitli hastalik ve bozukluklarm yiiksek

homosistein seviyeleri gosterdigi bildirilmistir.
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Hayvan Cahsmalan

Kedilerde yapilan ¢caligmalarda saglikli kedi homosistein diizeyi McMichael ve
ark. (2000)’nin ¢alismasinda 7,6 + 4,1 pmol/L bulunurken Uren ve ark. (2009)’nin
calismasinda 13,03 + 2,81 pmol/L bulunmustur (Tablo 2.2). Bununla birlikte Ozkan
ve ark. (2017) Van kedilerinde yaptig1 calismada erkek ve disi kediler ile farkli yas
gruplarindaki kedilerin homosistein diizeylerini karsilastirmis ve bazi farkliliklara
rastlansa da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamiglardir. Kabake¢1 ve Biilbiil
(2021) ‘iin Ankara kedilerinde yaptig1 calisma da bu durumu destekler niteliktedir.
Yapilan diger ¢alismalarda kardiyomiyopati ile tromboembolizm (McMichael ve ark.,
2000) ve kronik bdbrek yetmezligi (Giraldi ve ark., 2019; Uren ve ark. 2009) goriilen
kedilerde saglikli olanlardan daha yiiksek homosistein seviyeleri gozlemlenmistir.
Drut ve arkadaslar1 (2018), 77 saglikli kedide plazma homosistein i¢in 6.1-52.8
umol/L arasinda bir referans aralig1 belirlemistir. Ayrica, bu degerlerin kedi cinsi, yasi,
cinsiyeti ve viicut kondisyon skoru ile etkilenmedigini géstermistir. Homosisteinin her
ne kadar bazi hastaliklar i¢cin biyobelirte¢ gibi kullanilabilecegi distiniilse de
kedilerdeki B12 eksikligi i¢in bu durum tam tersidir (Hanisch ve ark., 2018; Ruaux ve
ark., 2005). Metiyoninin ticari kedi mamalarina yaygin olarak katilmasi serum Bi»
seviyesini etkilediginden dolayr serum Bi konsantrasyonunun &lgimi igin
homosistein biyobelirte¢ olarak kullanilamamaktadir (Ruaux ve ark., 2001). Tim
bunlara ek olarak Cotul ve ark. (2020) yaptig1 calisma homosistein metabolizmasmin
farkli beslenme ilkeleri ile diizenlenebilecegini ve uygun beslenme ydntemi ile
kardiyovaskiiler gibi bazi1 hastaliklarin Oniine ge¢meye destek olacagini

gostermektedir.

Kopekler iizerinde yapilan calismalar, homosistein diizeylerinin wrka 6zgii
oldugunu ortaya koymustur. Shiba Inu, Labrador Retriever ve Shar-Pei gibi irklarn,
diger wrklara kiyasla daha yiiksek homosistein seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir
(Grutzner ve ark., 2013; Kakimoto ve ark., 2014). Cayir ve Kozat (2016) tarafindan
yapilan bir diger ¢aligmada ise plazma Hcy diizeyleri Golden Retriever irkinda 11,43
+ 6,10 umol/L, Terrier rkinda 8,88 +2,34 pmol/L, Alman Coban Képegi irkinda 10,60
+ 4,55 pmol/L ve Labrador Retriever wkinda 9,40 + 3,83 pmol/L olarak tespit
edilmistir (Tablo 2.2). Insanlarda oldugu gibi, kdpeklerde de plazma homosistein
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seviyelerindeki degigimler hormonal kosullarla yakindan iligkilidir (Tallova ve ark.,
1999). Trisolini ve ark. (2008) disi kopekler iizerinde yaptig1 ¢alismada, tiim lireme
asamalarinda Gstrojen ve progesteronun fizyolojik varliginin, kadnlarda oldugu gibi
homosistein metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Kopeklerde
kardiyak ve renal bozukluklarda (Rossi ve ark., 2008), hipotiroidizmde (Gotynski ve
ark., 2017) ve kuyruk isirma aliskanligi olan kdpeklerde (Yalgin ve ark., 2016)
homosistein seviyesi yliksek seyrederken sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS)
goriilenlerde homosistein seviyesi diisiik seyretmektedir (Patterson ve ark., 2013).
Johnson ve ark. (2023) yaptig1 ¢alismada tazilarda homosisteinin metiyonine
dontistimiinde bir kusur oldugunu ve buna bagh olarak folat iiretiminin bozularak
herhangi bir hastalik semptomu gdstermeyenlerde bile yiiksek homosistein degerlerine
sebep oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada serum homosistein
konsantrasyonu immiinosupresana yanit veren enteropatide daha yiiksek olmasia
ragmen, biyobelirte¢ olarak kullanilmasi i¢in daha fazla calisma yapilmasi kanaatine

varilmistir (Benvenuti ve ark., 2020).

Yapilan caligmalar sonucunda koyunlardaki normal homosistein degeri ~9.4
umol/L (Vellema ve ark., 1999), 10.1 £+ 0.7umol/L (Kennedy ve ark., 1992), 37.8 +
3. 7umol/L (Kennedy ve ark., 1994) gibi degisken seviyelerde ve koglarda koyunlara
gore daha yiliksek homosistein seviyeleri (Aksoy, 2019) bulunmustur (Rizzo ve
Sciorsci, 2019) (Tablo 2.2). Homosistein ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi
incelemek icin ¢esitli ¢alismalar yapilmis ve laktasyondaki koyunlarda oksidatif strese
bagli homosistein yiiksekligi goriildigii bildirilmistir (Fetoui ve ark., 2009;
Memisogullar1 ve ark., 2008; Piccione ve ark., 2008). Betainin oksidatif stres ve
homosistein lizerine etkisi incelendiginde de rasyonlarina yiiksek oranda betain verilen
koyunlarin homosistein seviyelerinin yiiksek oldugu ancak oksidatif stresin azaldig1
goriilmiistiir (Cai ve ark., 2021; Sahraei ve ark., 2020; Yarahmadi ve ark., 2020). Bir
baska c¢aligmada selenyum eksikligi olan kuzularda artan homosistein
konsantrasyonunun, oksidatif ajanlarin kalp dokusu {izerindeki zararli etkilerini
siddetlendirerek miyokardiyal hasar {lizerine etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Rezaei ve ark., 2009). Ayrica subklinik beyaz kas hastaligi olan kuzularda yiiksek
homosistein seviyeleri gozlemlenmistir (Kozat ve ark., 2011). Fasciola hepatica
goriilen koyunlarda yapilan bir arastirmada karaciger hasarina bagh olarak hayvanlarin

yeterince Bi2 ve folati kullanamadigi ve bunun sonucunda homosistein artigiyla
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birlikte nitrik oksidin olusumunun engellendigi sonucuna varilmistir (Denizhan ve
Kozat, 2020). Bununla birlikte serum homosistein seviyesinin 6l¢tilmesi koyunlardaki
Bi> durumu hakkinda kesin bilgi saglamazken, metilmalonik asit seviyesinin

Olculmesi daha giivenilir sonuglar vermektedir (Furlong ve ark., 2010).

Farkli sigir irklarinda yapilan ¢alisma sonucunda irklar arasindaki homosistein
diizeyleri arasinda belirgin bir fark olmadig1 belirtilip Montafon wrkinda 16.35+1.24
pumol/L, Holstayn wkinda 17.04+1.13 pmol/L ve Simmental wrkinda 17.44+1.22
umol/L olarak tespit edilmistir (Kilickap ve Kozat, 2017) (Tablo 2.2). Ayvazoglu ve
arkadaslarinin (2023) yaptig1 calisma sonucunda homosisteinin kardiyak hasarin
siddetinin belirlenmesinde kullanilabilecegi sonucuna varimistir. Viicuttaki
homosistein seviyesini belirleyen unsurlardan biri de Bi2’dir. Sigirlarda kobalt Bi,
vitamininin sentezi i¢in gerekli bir yap1 oldugundan eksikliginde homosisteinin
birikimin sebep oldugu tespit edilmistir (Stangl ve ark., 2000a). Stangl ve ark. (2000b)
tarafindan yapilan ¢alismada, sigirlarda normal folat metabolizmasi ve minimum
homosistein diizeylerinin saglanmasi i¢in diyet kobalt seviyesinin 150-200 ug/kg KM
olmasi gerektigi, maksimum vitamin B12 seviyelerine ulagsmak icin ise diyetteki kobalt
iceriginin 250 ug/kg KM seviyesine ¢ikarilmasi gerektigi belirtilmistir. Sigirlarda,
metiyonin takviyesi ile veya metiyonin takviyesi olmaksizin rumen sonrasi
guanidinoasetik asit (GAA) takviyesine verilen metabolik yanitlarin incelendigi bir
calismada, GAA takviyesi sonrast metil grubu eksikligi nedeniyle homosistein
diizeylerinde artis gozlemlenmis; ancak metiyonin takviyesi ile bu durumun diizeldigi
bildirilmistir (Ardalan ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalar, gecis donemindeki ineklerde
tetrahidrofolattan de novo metilneogenez ile birlikte rumen korumali folik asit, vitamin
B12, metiyonin, kolin ve betainin diyetle takviyesinin, tek karbon havuzlarmi
desteklemede, karacigerdeki metil grubu gerektiren reaksiyonlar1 diizenlemede ve
metil dondr dengesini iyilestirmede etkili bir yaklasim oldugunu ortaya koymustur
(Lopreiato ve ark., 2023; McFadden ve ark., 2020). Bununla birlikte, hipokalsemili
ineklerde homosistein diizeylerini inceleyen bir ¢calismada, homosisteinin prognoz ve

tan1 agisindan 6nemli olmadigi 6ne siiriilmiistiir (Basbugan ve ark., 2015).
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Tablo 2.2. Hayvan tirlerine gore homosistein diizeyleri

Hayvan Turu

Homosistein Duzeyi

Kaynak

Kedi 6,7 +4,1 mmol/L McMichael ve ark., 2000
6,1-52,8 umol/L Drut et al., 2018
13,03 £ 2,81 pmol/L Uren et al., 2009
Kopek 6,29+0,23 umol/L Yal¢in ve ark., 2016
o Terrier 8,88 umol/L
o Golden 11,43 pmol/L
Retriever
o German 10,60 pmol/L Cayrr ve Kozat., 2016
Shepherd Dog
e Labrador 9,40 umol/L
Retriever
Koyun 0-20 pmol/L Kennedy et al., 1992
9.4 umol/L Vellema ve ark., 1999
Sigir 5,85 + 0,82 pmol/L Fedota et al., 2018
15,45 + 1,42 umol / L Ayvazoglu et al., 2023
- Simmental 7,39 £1,82 umol / L Stangyl et al., 2000a
17,44 £ 1,22 umol / L Kiligkap ve Kozat, 2017
- Holstein 4,57+1,09 umol / L Cannizzo et al., 2012
17,04 £ 1,13 umol / L Kiligkap ve Kozat, 2017
11,7 umol / L Sun et al., 2025
- Montafon 16,35+ 1,24 umol / L Kiligkap ve Kozat, 2017
At 1,3-14,7 umol/L Berhane et al., 2004

5-10 umol/L
4.65 + 1.5 umol/L

Lefebvre et al., 2003
Cervantes et al.,2018

Karabag, (2010) tarafindan gerceklestirilen bir c¢aligmada, hipertiroidizmin
neden oldugu endotel hasarina kars1 kafeik asit fenetil esterinin (CAPE) koruyucu
etkisi arastirilmistir. Bes gruba ayrilan ratlara L-tiroksin ve/veya CAPE uygulanmas;
dort hafta sonunda tiroid hormonlari, lipid profili, homosistein, asimetrik
dimetilarginin (ADMA) ve NO diizeyleri degerlendirilmistir. Hipertiroidizmli grupta
plazma homosistein diizeyleri anlamli o6lglide diiserken, CAPE ile birlikte
uygulandiginda bu diizeylerde belirgin bir artis gozlenmistir (p<<0,001). Benzer
sekilde, CAPE+HT grubunda ADMA diizeyleri kontrol gruplarma kiyasla yiiksek,

sadece hipertiroidizmli gruba gore ise daha diisiiktiir. Ayrica bu grupta NO diizeyleri
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anlamli olarak artmistir. Bulgular, CAPE’ nin hipertiroidiye bagli endotel hasarini
azaltabilecegini gostermektedir. Homosistein, oksidatif stres mekanizmalarinda rol
oynayan ve serbest radikal benzeri etkiler gosteren bir aminoasittir. Prooksidan ve
antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi durumunda hiicresel hasar riski

artmaktadir (Bolander, 2002; Sies, 1997).

Kirtag, (2015) tarafindan yiriitiillen bir calismada, ratlarda olusturulan
hiperhomosisteineminin kalp ve eritrosit dokularinda yol a¢tig1 oksidatif hasar iizerine
C vitamininin etkisi arastirilmstir. Ug gruba ayrilan ratlara alt1 hafta boyunca sirasiyla
normal diyet, L-metiyonin takviyeli diyet ve L-metiyonin ile birlikte C vitamini igeren
diyet uygulanmistir. Deneme sonunda serum homosistein diizeylerinin metiyonin
verilen gruplarda yiikseldigi dogrulanmis, ancak C vitamini takviyesinin bu
parametreyi anlamh diizeyde degistirmedigi gozlenmistir. Buna karsin, kalp dokusu
ve plazmada 6lgulen MDA seviyeleri, yalnizca metiyonin verilen grupta daha yiiksek
bulunmug; C vitamini eklenen grupta bu degerlerin kontrol diizeylerine yaklastig
raporlanmistir. Bu bulgular, C vitamininin oksidatif stres {izerindeki koruyucu etkisini

ortaya koyarken, homosistein diizeyine dogrudan etkili olmadigini gostermektedir.

Kaga (2007) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, siyah {iziim suyunun
homosistein ile indiiklenen oksidatif stres tizerindeki koruyucu etkisi arastirilmistir.
Bu amagla ratlar dort gruba ayrilmistir: Kontrol grubuna ¢esme suyu ve 1 mg/kg
intraperitoneal serum fizyolojik; siyah tiziim grubuna 10 ml/kg Gziim suyu ve 1 mg/kg
serum fizyolojik; homosistein grubuna 1 mg/kg intraperitoneal homosistein; siyah
Uzim + homosistein grubuna ise 1 mg/kg homosistein ile birlikte 10 ml/kg Giziim suyu
verilmistir. Deney sonunda plazma MDA (oksidatif stres gostergesi), plazma karbonil,
eritrosit glutatyon (GSH; antioksidan kapasite gostergesi), plazma sulfhidril (SH)
gruplar1 ile eritrosit katalaz (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD) duzeyleri
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, siyah Gzim suyu verilen grupta plazma
MDA dizeylerinde azalma, eritrosit GSH ve CAT aktivitelerinde ise artis
gozlenmistir. Bu sonuglar, siyah {iziim suyunun homosistein kaynakli oksidatif stresi

azalttigin1 ortaya koymustur.

Ciftci ve Yiice (2013) tarafindan yapilan bir arastirmada, karaciger fibrozisi

olusturulan ratlarda kuersetinin homosistein dlzeyleri ve koroner damar hasari
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tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Caligma kapsaminda hayvanlar dort gruba
ayrilmistir: yalnizca zeytinyagi verilen kontrol grubu, 0.25 mg/kg dozunda karbon
tetraklorir (CCls) uygulanan grup, 150 mg/kg kuersetin verilen grup ve hem CCls hem
de kuersetin verilen grup. On haftalik deney siiresinin sonunda, MDA ve homosistein
diizeyleri ol¢iilmiis; karaciger ile koroner damarlardaki histopatolojik degisiklikler
analiz edilmigtir. Sonuglar, CCl uygulamasinin MDA diizeylerini artirarak
karacigerde doku hasarma yol agtigini ve bunun da plazma homosistein seviyelerinde
yikselmeye ve koroner damarlarda yapisal bozulmalara neden oldugunu ortaya

koymustur.

2.7. Metilen Tetrahidrofolat Rediktaz

Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi, 5-metiltetrahidrofolatin
(MTHF) tetrahidrofolata (THF) doniisiimiinii saglayan bir katalizordiir. Bu
biyokimyasal doniisiim; DNA metilasyonu, homosistein diizeyinin diizenlenmesi,
niikleotid sentezi ve folik asit metabolizmas1 agisindan hayati 6neme sahiptir (Izmirli
ve ark., 2014). MTHFR, homosisteinin metiyonine doniisimiinde 5-
metiltetrahidrofolat saglayarak metiyonin dongiisiinde hayati bir rol oynamaktadir

(Finkelstein, 1990).

MTHFR genindeki 677 C>T polimorfizmi, genin 4. ekzonuna yerlesmistir ve
222. kodondaki alanin-valin doniisimii, enzimin kofaktorii flavin adenin
diniikleotid’in (FAD) baglanmasini olumsuz yonde etkileyerek 5,10-MTHF Uretimini
engellemektedir. Bu durum, 5-MTHF’nin birikmesine ve dolayisiyla homosistein
birikimine yol agmaktadir (Ueland, 1993).

MTHFR, tek karbon akimmni S-adenosilmetiyonin Uretimine ve genel
metilasyon reaksiyonlarma yonlendiren geri doniisii olmayan bir reaksiyonu katalize
eder. Bu nedenle, MTHFR aktivitesindeki eksiklik, plrin veya pirimidin sentezinden
daha ¢ok bu yoniin tehlikeye girmesine neden olabilir. Bu durum, MTHFR eksikligi
olan bireylerin epigenomlarinda bir metilasyon agig1 olabilecegini diistindiirmektedir

(Salbaum ve Kappen, 2012).
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Siddetli MTHFR eksikligi goriilen hastalarda, biyokimyasal anormallikler
arasinda ciddi hiperhomosisteinemi (normalden 10 kat daha fazla), hipomethioninemi,
diisiik folat seviyeleri ve SAM diizeylerinde azalma goriilmektedir (Hyland ve ark.,
1988; Kishi ve ark., 1994). Ayrica, MTHF diizeylerinde azalma ve beyin omurilik
stvisinda (BOS) nérotransmitterlerde diisiis tespit edilmektedir (Narisawa ve ark.,
1979; Singer ve ark., 1980;).

MTHFR geninde, wild tip (C) ve mutant tip (T) olmak (izere iki protein
formuna yol agan bir polimorfizm bulunmaktadir. Wild tip genin (CC) iki kopyasina
ya da her birinin (CT) bir kopyasina sahip bireyler, normal folat metabolizmasina sahip
gibi gorunmektedir (Ganguly ve ark., 2015). MTHFR genindeki yaygin bir
polimorfizm olan 677C>T, farkli MTHFR aktivitesi iiretir ve 6zellikle diisiik folat
durumlarinda yiiksek homosistein seviyesi ile artmis koroner kalp hastalig riski ile
iliskilidir (Frosst, 1995; Jacques, 1996; Masud ve Bagai, 2017; Mehlig ve ark., 2014).
Toplam kan plazmasindaki homosistein konsantrasyonunun 6l¢iilmesi, MTHFR deki

olas1 sorunlarin tespit edilmesine olanak tanimaktadir.

Yapilan ¢alismalarda MTHFR polimorfizmi insanlarda 6zellikle koroner kalp
hastaliklar1 ile olmak {iizere esansiyel hipertansiyon (Ilhan ve ark., 2008), miyokard
infarktust (Ezzat ve ark., 2014), iskemik kalp rahatsizhigi (Husemoen ve ark., 2014),
diyastolik kan basinci (Heifetz ve Birk, 2015), Parkinson (Bialecka ve ark., 2012;
Gorgone ve ark., 2012), Down Sendromu (James ve ark., 1999; Hobbs ve ark., 2000),
karaciger hastaliklar1 (Adinolfi ve ark., 2005 ; Catalano ve ark., 2014; Franco
Brochado ve ark., 2013; Sazci ve ark., 2008), erkeklerde infertilite (Wei ve ark., 2012;
Wu ve ark., 2011), kadinlarda diisiikler (Govindaiah ve ark., 2009; Nair ve ark., 2011)
ve yarik damak/dudak (Pezzetti ve ark., 2004) ile de iliskilendirilmistir.

Hayvan Calismalan

Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda An ve ark., (2015) kegilerde g.1951C> T ve
2.4800G> A lokuslarmdaki mutasyonlarin siit proteini icerigi lizerinde dnemli etkileri

oldugunu ve daha yiiksek siit proteini igerigi olan bireyleri tanimlamak i¢in marker
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destekli se¢im igin kullanilabilecegini ayrica MTHFR genindeki genetik varyasyon
spektrumunu  genisleterek kegi genetik kaynaklarma ve 1slahina katki

saglayabilecegini belirtmislerdir.

Tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada ise MTHFR’nin c¢ekirdek promotor
bolgesindeki g.680C>A varyant1 arasinda onemli bir iliski bulunmus ve CC
genotipinin tavsanlarda yararli bir iireme belirteci olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Yang ve ark., 2024).

Sigirlarda MTHFR geni polimorfizmleri iizerine yapilan sinirli sayidaki
calisma insanlarda homosistein seviyesini etkileyen 677C/T ve 1298C/T mutasyonlar1
sirastyla ekzon 4 ve ekzon 7 de olduklar1 i¢in bu bdlgelere odaklanilmistir. Song ve
ark. (2011) sigir MTHFR geni ekzon 4 ve ekzon 7 bolgelerini sekanslamiglar ekzon 4
bdlgesinde herhangi bir mutasyon bulamazken, ekzon 7 boélgesinde tespit ettikleri
8137C/T (diger adiyla rs110692574) mutasyonunun Holstayn irkinda homosistein
seviyesini etkiledigini ve yavru atmalar (abort) ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.
Fedota ve ark. (2018) ekzon 7 bolgesi 8137C/T (rs110692574) mutasyonunun farkli
wklardan siit inekleri Tlizerinde etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada, 8137C/T
(rs110692574) mutasyonunun kemik mineral yogunlugu ve buzagilama araligi lizerine
etkilerinin 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. Preynat ve ark. (2010) Holstayn wrk1
ineklerinde laktasyon déneminde kas ic¢i folik asit ve Bi12 enjeksiyonunun karaciger
dokusunda MTHFR mRNA’sin1 arttirma egiliminde oldugunu bildirmistir.

MTHFR eksikligi olan farelerin preeklampsi (PE) goriilme durumunu
arastirmak i¢in yapilan calismada normal diyetle beslenen kontrol grubu ve yetersiz
folat / yiiksek metiyonin bulunan diyetle beslenen ¢aligma grubu olmak iizere iki gruba
ayrilmis ve yapilan incelemeler sonucunda MTHFR eksikligi olan farelerde endotel
disfonksiyonu olmasina ragmen, gebelik sirasinda hipertansiyon veya proteiniiri
gelismedigi, yetersiz folat / yliksek metiyonin diyetiyle beslenen farelerde plasenta
etkilenmemis ancak proteiniiri, biiyiime kisitlamasi ve anne basina yavru sayisinda bir
azalma oldugu belirtilmistir. Hiperhomosisteineminin farelerde PE’ye neden olmadig1
ancak folat aliminin gebelik sonuclarina etkili oldugu kanisina varilmistir (Falcao ve

ark., 2009).
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MTHEFR eksikligi olan farelerde kolin tedavisinin davranigsal ve ndrokimyasal
otistik benzeri fenotip iizerindeki etkisi iizerine yapilan ¢alismada MTHFR +/—
annelerin yetiskin yavrularma 14 giin boyunca kolin takviyesi verilmesi, hem
erkeklerde hem de disilerde tekrarlayan davranis ve kaygi ile ilgili 6zellikleri ortadan
kaldirdig1 ve yalnizca erkek farelerde sosyal davranisi iyilestirdigi belirtilmistir (Agam
ve ark., 2020).

Domuzlarda yapilan bir ¢alismada MTHFR geninin 1-2, 6-10 ve 12 lokustaki
¢ift mutasyonunun, semen kalitesini diistirdiigii, spermde oksidatif stresi artirdig1 ve
bu durumun Landrace erkek domuzlarinin semen kalitesini tahmin etmek igin
potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Lai ve ark., 2020).
Chen ve ark. (2001), farelerde MTHFR ’nin spermatogenezde kritik bir rol oynadigini,
Kelly ve ark. (2005) ise spermatogenezin durmasina neden olarak anormal testise ve
kisirliga yol actigimi belirtmislerdir. Afedo ve ark. (2020) saglikh yetiskin sigirlarin
testislerinde gen¢ olanlara kiyasla MTHFR enzimlerinin aktivitelerinin yiksek
oldugunu bildirmigler ve bunun spermatogenezin baslangici, siirdiiriilmesi ve

spermatozoa lretimi ile baglantili oldugunu savunmusglardir.

Insanlarda yapilan calismalardan yola ¢ikarak damak-dudak yarigi fazla
gorilen Pug ve Chihuahuas irki1 kopeklerde folik asit takviyesinin bu duruma etkisini
incelemek icin yapilan ¢alismada takviye sonrasi damak-dudak yarigi olan yavru
yiizdesi hem Pugs hem de Chihuahua yavrularinda azaldigi (swrasiyla %10.86 ve
%15.78’¢ kars1 % 4.76 ve % 4.8) belirtilmistir (Domostawska ve ark., 2013).

Meng ve ark. (2013)’nin yaptig1 ¢alismada folik asidin kaz karacigerindeki
MTHEFR gen ekspresyonu ilizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

2.8. Folat ve Kobalamin Metabolizmasinin Sigir Saghg: ve Verimliligi
Uzerindeki Kritik Roli

Folat (By vitamini) ve kobalamin (Bi» vitamini) metabolizmasi, karbon
birimlerinin transferinde birbirine sikica baghdir ve bu vitaminler, bircok temel

biyokimyasal strecte hayati roller Ustlenir. Folatlar, pirin ve timidilat sentezi ile metil
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gruplarinin olusumunda kritik 6neme sahiptir. Bu siire¢, kobalamin bagimli metiyonin
sentaz enzimi aracilifiyla gergeklesir. Metiyonin sentaz, homosisteini metiyonine
donistiirerek, DNA, kromatin ve histon metilasyonunda kullanilan S-

adenozilmetiyoninin {iretimine katkida bulunur.

Kobalamin eksikligi, folatlarin metillenmis formda birikmesine neden olarak,
ozellikle piirin ve timidilat sentezi i¢in gerekli olan diger aktif folat formlarinin
azalmasma yol agar (Bé&ssler, 1997; Scott ve Weir, 1981). Kobalamin ayrica,
metiyonin sentaz ve metilmalonil-CoA mutaz gibi iki 6nemli enzim igin koenzim
olarak islev goriir. Metilmalonil-CoA mutaz, baz1 amino asitlerin ve tek zincirli yag
asitlerinin Krebs dongiisiine girmesini saglayarak enerji metabolizmasinda 6nemli bir
rol oynar (Combs ve McClung, 2017). Diisiik folat seviyeleri ise kobalaminin

metilmalonil-CoA mutazdaki etkinligini azaltir (Selhub ve ark., 2007).

Sigirlarin folat ve kobalamin ihtiyaci, 6zellikle gebelik, meme bezi gelisimi ve
kolostrum {iretimi gibi fizyolojik donemlerde artis gdsterir. Kolostrum iiretimi
sirasinda yiiksek miktarda folat ve kobalamin salgilanir, bu da laktasyon donemi
boyunca artan metil grubu ihtiyacini karsilamak i¢in hayati Gneme sahiptir (Duplessis
ve ark., 2015; McFadden ve ark., 2020; Mykkanen ve Korpela, 1981). Bu vitaminlerin
yeterli miktarda alinmasi, hiicre {iretimi, enerji ve amino asit metabolizmasi i¢in kritik
6neme sahiptir. Folat ve kobalamin eksiklikleri, gecis donemi ve erken laktasyon gibi
yiiksek enerji ve besin ihtiyaci olan donemlerde siit verimi ve sagligi iizerinde olumsuz
etkiler yaratabilir (Duplessis ve ark., 2022a; Graulet ve ark., 2007; Preynat ve ark.,
2009a).

Folat ve kobalamin, lipid ve protein metabolizmasi, niikleotit sentezi,
metilasyon reaksiyonlar1 ve muhtemelen redoks durumunun korunmasida da 6nemli
roller Gstlenir (Combs ve McClung, 2017). Folik asit takviyelerinin Gretim ve
metabolik yanitlari, kobalamin seviyeleri tarafindan modiile edilir (Selhub ve ark.,
2007). Vitamin takviyeleri ile artan laktasyon performansi, siit ineklerinde subklinik
folat ve kobalamin eksikliginin, 6zellikle yiiksek metabolik aktivite donemlerinde,
genellikle negatif enerji ve besin dengesiyle birlikte ortaya c¢ikabilecegini

gostermektedir (Graulet ve ark., 2007; McFadden ve ark., 2020).
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Bu eksiklikler mevcut oldugunda, enerji metabolizmasinin verimliligi diiser ve
enerji dengesine bagl olarak glukoneogenez veya yag asidi oksidasyonu gibi
stireglerin verimliligi etkilenebilir (Riedel ve ark., 1999). Ayrica, subklinik eksiklikler,
stit bilesenleri sentezini, 6zellikle siit kazeini iiretimini azaltir ve oksidatif kosullara
verilen yanitlar1 degistirir (Duplessis ve ark., 2022b). Vitamin takviyelerine karsi
Uretim ve metabolik yanitlarin genligi, her iki vitaminin ihtiya¢ ve arz arasindaki fark

ile besin ve enerjinin mevcudiyeti tarafindan belirlenir (Combs ve McClung, 2017).

Folat ve kobalamin arzin1 diyet kompozisyonuna dayali olarak tahmin etmek
su an icin gelisim asamasindadir. Ancak, bu vitaminlerin arzi ve gereksinimleri
hakkinda daha fazla bilgi edinildik¢ce, metabolik verimlilik ve besin kullanimini
optimize etmek amaciyla siit yemleri i¢in folat ve kobalaminle ilgili 6nerilerin modele

dahil edilmesi mimkin olabilir (Preynat ve ark., 2009b).

2.8.1. B12 Vitamini (Kobalamin)

Bi12 vitamini, sigirlarin metabolik siireglerinde kritik bir role sahip olan bir
vitamindir. Ozellikle ruminant fizyolojisi acisindan, propiyonik asidin glikoza
dontistimii ve eritrositlerin olusumu gibi temel siireglerde yer alir (McDowell, 2000).
Ruminantlar, Bi>  vitaminini  rumendeki  mikroorganizmalar  (Selemonas,
Peptostreptococcus ve Butyrivibrio grubu) araciligiyla sentezlerler (Issi ve ark. 2010).
Ancak, bu sentez siireci i¢in kobalt mineralinin yeterli diizeyde bulunmasi

gerekmektedir (Greenfield ve Jones, 2004).

B12 vitamini, metionin sentaz gibi 6nemli enzimlerin kofaktorl olarak gorev
yapar ve bu nedenle protein metabolizmasinda da etkilidir (Allen, 2009). Yiiksek stit
verimi donemlerinde veya metabolik stres altinda, rumende sentezlenen B vitaminleri
hayvanin ihtiyacin1 kargilamakta yetersiz kalabilir (Girard ve Matte, 2005a). Bu

durum, siit veriminde diisiise ve ¢esitli metabolik bozukluklara yol agabilir.

B12 vitamini eksikligi, sigirlarda klinik olarak nadiren goriilse de, subklinik

eksiklikler hayvanin performansini olumsuz etkileyebilir. Ozellikle, kobalt eksikligi
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olan bolgelerde yetistirilen sigirlarda B1o vitamini takviyesi, biyume ve sut verimini
artirabilir (Grace ve ark., 2014).
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Sekil 2.2. Vitamin Bi2-nin yapisi (Sonmezisik F., 2009).

2.8.2. Folik Asit

Folik asit dogal olarak bulunan folatin sentetik formu olarak isimlendirilir. Bir
karbon iinitesinin alicis1 ve dondrii olarak folik asit (FA) veya folatlar, metiyonin
dongusu, pdrin ve pirimidinlerin sentezi ve bdylece nikleik asit sentezi ve onarimu,
ayrica DNA ve histon metilasyonu dahil olmak {izere hiicre bdliinmesine ve

homeostaza katilir (Bailey ve Gregory, 1999; Garcia ve ark., 2016).
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Sekil 2.3. Folik asidin yapisi.

Loria-Kohen ve ark. (2013)’nin yaptig1 ¢alismada sonuglar, folik asit
takviyesinin yeme bozuklugu olan hastalara uygulanan kapsamli ve multidisipliner

tedavide baska bir ara¢ olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

[Ikine buzagilayan ineklerin serum folat konsantrasyonlarmm ¢ok kez dogum
yapan ineklere kiyasla daha diisiik oldugunu bulmuslardir (Girard ve ark., 1995).
Ancak Girard ve Matte (1999), yaptiklar1 galismada herhangi bir doguma yonelik etki
tespit edememislerdir. Bununla birlikte folatlarin hiicre boliinmesinde bir rolii oldugu
icin (Combs ve McClung, 2017), daha genc hayvanlar bu vitamini kendi buytimeleri

icin kullanarak daha diisiik plazma folat diizeyleri gosterebilirler.

Sun ve ark. (2025)’ nin Holstayn irki sigirlarda rumen korumali folik asit ile
standart folik asit takviyesinin kullanimi arasindaki farkli arastirdiklar1 ¢aligmada
rumen korumali folik asidin ineklerde siit verimini arttirirken hepatik lipid oraninda
azalmalar sagladigini belirtmislerdir. Ayrica folik asit takviyelerinin siit verimini
arttirdig1 (Graulet ve ark., 2007) ve laktasyonda folik asit ihtiyacinin daha fazla

oldugunu (Girard ve ark., 2005) belirten calismalar da mevcuttur.

Duplessis ve ark. (2020) ‘nin ABD ve Kanada’daki Holstayn ineklerinde diyet
bilesiminin plazma folat ve Biz vitamini konsantrasyonlar1 tlizerindeki etkisini
incelemek i¢in yaptiklar1 ¢aliyjmada plazma folat konsantrasyonlari diyet lifi
konsantrasyonlariyla (yani, notral ve asit deterjan fiber ve lignin) azaldigini ve diyet

lifi olmayan karbonhidrat konsantrasyonlariyla arttigin1 belirtmislerdir. Duplessis ve
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ark. (2023) kan BHBA ve NEFA diizeylerinin gecis doneminde ineklerdeki folat
diizeyiyle negatif iliskili oldugunu belirtmislerdir. Duplessis ve ark. (2023) kan BHBA
ve NEFA diizeylerinin gecis doneminde ineklerdeki folat diizeyiyle negatif iliskili

oldugunu belirtmislerdir.

2.9. Esterlesmemis Yag Asitleri ve Beta Hidroksi Biitirik Asit

Siit sigirlarinda, 6zellikle laktasyonun erken doneminde sikga rastlanan negatif
enerji dengesi, hayvanin tiikettigi enerjinin, siit tiretimi ve diger fizyolojik ihtiyaglar1
icin harcadig1 enerjiden daha az olmasi durumudur (Smith ve ark., 2020). Bu durum,
kandaki glikoz seviyesinin diismesine ve viicudun yag dokusundan esterlesmemis yag
asitlerini mobilize ederek kan dolagimina salmasina yol agar (Jones ve Brown, 2019).
NEFA’lar, enerji kaynagi olarak kullanilir ve siit sentezine katkida bulunur, ancak
karacigerin isleme kapasitesini asarsa, triacilgliserol (TAG) formunda karacigerde
birikerek hepatik lipidozise (karaciger yaglanmasi) neden olabilir (Anderson ve
Miller, 2022; Williams ve ark., 2021).

Artan NEFA ve BHBA seviyeleri, bagisiklik sistemini zayiflatir ve istahi
azaltir (Henderson ve ark., 2020). Ayrica, keton cisimlerinin asir1 {iretimi, yiliksek
konsantrasyonlarda toksik etkilere yol acabilir (Clark ve ark., 2023). Bu nedenle,
buzagilama Oncesi ve sonrasi donemlerde serum NEFA ve BHBA seviyelerinin
izlenmesi, NED, ketozis ve karaciger yaglanmas1 gibi metabolik bozukluklarin erken

teshisi i¢in kritik oneme sahiptir (Richards ve White, 2017; Stevens ve ark., 2020).

Gecis donemindeki sigirlarda NED ve ketozisin belirlenmesinde NEFA ve
BHBA yaygm olarak kullanilir (Herdt, 2000). Buzagilamadan bir hafta sonra alinan
kan 0rneklerinde BHBA diizeyleri, hayvan sagliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir
gostergedir. BHBA degerinin 0.8-1.0 mmol/L aras1 subklinik ketozisi, 1.2-1.4 mmol/L
arast ise klinik ketozisi isaret eder (Ospina ve ark., 2010). BHBA degeri 19 mg/dL’nin
tizerine ¢iktiginda siit veriminde diisiis, 29 mg/dL’nin Gzerinde ise klinik ketozis ve
tedavi gerekliligi s6z konusudur (Oetzel, 2007b). NEFA i¢in esik deger >0,26 mmol/L
olarak belirlenmis olup, kandaki BHBA’ya oranla %82,54 duyarlilik ve %91,89
Ozgulluk gosterir (Asl ve ark., 2011; Duffield, 2000).
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Sicaklik stresi, kan parametrelerini etkileyerek NEFA degerini artirabilir
(Stefanska ve ark., 2024). Ayrica, cok dogum yapmus siit ineklerinde buzagilama
oncesi iskelet kasi rezervleri ve dalli zincirli ugucu yag asitleri takviyesi, glikoz
seviyesini diislirirken BHBA seviyesi lizerinde belirgin bir etki gostermeyebilir
(Gouveia ve ark., 2024). Bu bulgular, NED ve ketozis yonetiminde ¢esitli faktorlerin

dikkate alinmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Polimorfizmlerin Belirlenmesinde Kullanilan Malzemeler

Makine-Techizat

UV Jel goruntileme
Elektroforez

Hassas Terazi
Mikrosantrifj
Mikrodalga Firin
Thermal Cycler
Vorteks

Otomomatik Mikropipetler
Buzdolab1

Derin Dondurucu

PCR Cihaz1

Kimyasal Malzemeler
Etil alkol

DNA Izolasyon kiti
JelRed

Agaroz

Primerler

Master Mix

Tampon Cozeltiler
TBE (Tris Borik Asit EDTA)
Plastik Malzemeler
Mikrosantrif(j tupleri

Pipet uclar1
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3.2. Hayvan Materyali ve Ornek Toplama

Bu ¢alismanin hayvan materyalini, Balikesir Ili Damizlik Sigir Yetistiricileri
Birligi'ne bagl isletmelerde yetistirilen Holstayn 1rki inekler olusturmustur.
Arastirma, genetik tarama ve deneysel uygulama olmak iizere iki asamali olarak

planlanmis ve ylriitiilmiistiir.

Ik asamada, Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn irki sigirlarda MTHFR geni
rs110692574 polimorfizmine ait T allelinin frekansi bilinmediginden ve literatiirde
bildirilen oranlardan (Song ve ark., 2011; Fedota ve ark., 2018) daha diisiik olabilecegi
g0z ondnde bulundurularak, iki farkli isletmeden toplam 356 siit inegi genetik
taramaya tabi tutulmustur. Bu amacla kullanilan kan Ornekleri, arastirma ekibi
tarafindan dogrudan alinmamis olup, isletmelerin rutin bulasici hastalik taramalari
sirasinda, hayvanlara ek bir prosediir uygulanmaksizin elde edilen ilave tlpler yoluyla

arastirma birimine ulastirilmistir.

Genetik tarama sonuglarina gore, T allelini tasiyan (CT genotipli) hayvanlar
oncelikli olarak secilmis ve bu dogrultuda 25 CT ile 55 CC genotipine sahip toplam
80 hayvandan olusan bir arastirma grubu olusturulmustur. Bu hayvanlar, uygulanan
yem katki maddesine gore kolin (CH) ve kolin+metiyonin (CH+MET) olarak da
smiflandirilmistir. Her bir hayvandan, buzagilamadan 21 giin 6nce (-21. gin),
buzagilama giinii (0. giin) ve buzagilamadan 21 giin sonra (+21. giin) olmak {izere ii¢

farkli zamanda kan O6rnekleri alinmastir.

Hayvanlara ait dogum tarihi, buzagilama tarihi, laktasyon sirasi, siit verim
kayitlar1 ve bazi saglik problemlerine iliskin veriler, isletmelerin siirii yonetim
programi ve sagim sistemine baglh dijital veri tabanindan temin edilmistir. Ayrica,
buzagilamayi takiben 7. ve 14. giinlerde 6l¢lilen BHBA degerleri isletme kayitlarindan

alinmustir.
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Arastirmanin planlama asamasinda, toplam 500 hayvanda genetik tarama
yapilmas1 ve elde edilecek sonuglara gore deneysel uygulamalara dahil edilecek 120
hayvanin belirlenmesi 0ngoriilmiis; bu kapsamda 28.04.2022 tarihli ve 2022/3-3 sayili
Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alnmistir (Ek 1).
Etik kurul bagvuru formunda; aragtirmanin 6zeti, hayvanlar tizerinde gergeklestirilecek
islemler, 3R ilkesinin uygulanmasi ve hayvan se¢imi gibi boliimlerde 500 hayvanda
genetik tarama yapilacagi agikg¢a belirtilmistir. Ancak etik kurul onay belgesinin
yalnizca deneysel asamada kullanilacak 120 hayvani kapsayacak sekilde diizenlendigi,
onay siirecinden sonra yapilan belge incelemesi srrasinda fark edilmistir. Ilk
degerlendirmede, genetik tarama Orneklerinin isletmelerde yiiriitiilen rutin bulasici
hastalikk taramalar1 sirasinda alinacak olmasi nedeniyle, bu asamanin deneysel
miidahale kapsami disinda degerlendirildigi ve bu nedenle etik onaya dahil edilmedigi
disiiniilmiistiir. Siire¢ igerisinde yapilan yeniden degerlendirmelerde, basvuru
formundaki bazi ifadelerin farkli sekillerde yorumlanmis olabilecegi ihtimali de
dikkate alnarak, etik kurula resmi bildirim yapilmistir. S6z konusu bildirimde,
basvuru formunun ¢esitli boliimlerinde 500 hayvanda genetik tarama yapilacaginin
acikca belirtildigi vurgulanmis; genetik tarama sonuglarinin da caligmada
kullanilacag1 ifade edilerek toplam hayvan sayisinin 500 olarak diizeltilmesi talep
edilmistir. Bu dogrultuda, 27.02.2025 tarihli ve 2025/2-11 sayili ek etik kurul karariyla
caligmanin kapsami 500 hayvan igcerecek sekilde giincellenmistir (Ek 2). Bu karar
yalnizca kapsam diizeltmesini icermekte olup, caligmanin yiiriitiildiigii tarih araligi
(25.09.2022-25.09.2025) ilk etik onayda belirtildigi sekilde korunmustur. Slreg, etik

kurallar ¢gergevesinde uygun bigimde tamamlanmustir.

Arastirma siireci, hayvan haklar1 ve refahi ile bilimsel etik ilkeler dikkate
alinarak yiiriitiilmiistiir. Bu dogrultuda, 3R ilkeleri ¢cergevesinde ve cok asamali bir etik

degerlendirme siireci uygulanmastir.

3.3. Deneme Duzeni
Calismada yer alan hayvanlar, MTHFR genotiplerine gore ve rasyonlarina

eklenen yem katki maddeleri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Buna gore

hayvanlar, CC genotipi ve CT genotipi ile kolin (CH) ve kolin + metiyonin
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(CH+MET) takviyesi uygulanan isletmeler bakimindan degerlendirilerek toplam dort
gruba ayrilmistir.

Calisma siiresince hayvanlar, giinde 15 gram rumen korumali kolin kloriir
iceren yem katkist ile beslenen CH grubu ile, giinliik 40 gram rumen korumali kolin
Klorir ve 25 gram rumen korumali metiyonin igeren yem katkisi ile beslenen

CH+MET grubu olmak {izere iki gruba ayrilmistir.

Calismanm yiriitildigi CH grubunda, 100 graminda 7.5 gr kolin klorid igeren
yem katk1 maddesi (1 mg vitamin B12, 140 mg vitamin By, 120 mg vitamin Bz, 105
mg vitamin Bs, 32 mg folik asit ve 3000 mg niasin igeren karigim), buzagilamadan
onceki 3 hafta ile buzagilamadan sonraki 3 hafta boyunca 200 gram/inek/giin dozunda

kullanilmastir.

CH+MET grubunda ise 100 graminda 40 gr kolin klorid ve 25 gr metiyonin
iceren yem katki maddesi (35 kg kepek, 25 kg metiyonin ve 40 kg kolin kullanarak
hazirlanan karigim), buzagilamadan 6nceki 3 hafta ile buzagilamadan sonraki 3 hafta

boyunca 100 gram/inek/giin dozunda kullanilmustir.

iki grupta da kullanilan rasyonlarm besin madde icerikleri Tablo 3.1°de ham
madde icerikleri Tablo 3.2’de sunulmustur. Bu iki gruptaki hayvanlar ayrica
genotiplerine gore CC ve CT olarak smiflandirilmig ve siit verimi ile bazi
biyokimyasal kan parametreleri Uzerindeki etkileri Kkarsilastrmali olarak

degerlendirilmistir.
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Tablo 3.1. CH ve CH+MET gruplarinda kullanilan rasyonlarin besin madde igerikleri

CH CH+MET

Besin Madde ~ Kuru Donem  Laktasyon Kuru dénem  Laktasyon

Icerikleri (KM) (KM) (KM) (KM)
NDF % 41,00 34,00 49,90 31,40
ADF % 24,80 19,80 30,50 19,00
HP % 15,30 17,00 14,40 17,00
HY % 2,20 3,30 2,77 5,59
HK % 7,10 7,40 8,55 8,32
LOK % 34,4 38,3 24,2 37,76
Ca% 0,90 0,70 0,80 0,74
P % 0,30 0,50 0,40 0,39
Vitamin E, - - 94,7 19,9
ma/kg
NEL 1,49 1,58 1,26 1,66

LOK: Lif Olmayan Karbonhidrat, 100- (%NDF + %HP + %HY + %HK), NEL: Net Enerji Laktasyon,
KM: Kuru Madde.

Tablo 3.2. CH ve CH+MET gruplarinda kullanilan rasyonlarin hammadde igerikleri

CH CH+MET
Yem Maddeleri
Kuru Donem Laktasyon KuruDoénem Laktasyon

Saman 13.64 - 31.13 1.88

Bugday Silaj1 - 12.68 9.61 5.12
Misir Silajt 45.45 46.50 9.34 23.22
Yonca Otu - 2.11 - 13.34
Konsantre Yem Karmasi 40.91" 32.43% 49.92° 54.35*

1: Konsantre yem karmasi; kuru musir, soya kiispesi, toksin baglayici, vitamin- mineral premiksi,
mermer tozu ve amonyum Klortir icerir.

2: Konsantre yem karmasi; nemli misir, arpa ezme, soya kiispesi, DDGS, kanola kiispesi, mermer
tozu, tuz, Vitamin- mineral premiksi igerir.

3: Konsantre yem karmast; kuru yemi, misir flake, soya kabugu, vitamin- mineral premiksi ve
amonyum kloriir igerir.

4: Konsantre yem karmast; siit yemi, misir flake, melas, soya kabugu, bypass yag, soda ve vitamin-
mineral premiksi igerir.

47



3.4. DNA Izolasyonu

Donem i¢inde toplanan kan 6rneklerinin DNA izolasyonu spin kolon bazli ticari
DNA izolasyon kiti (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fisher Scientific,
USA) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.

DNA izolasyon protokolii asagida sunulmustur.

Kan lizati:

1. Izolasyona baslamadan énce 55 °C’de bir 1s1 blogu ayarlannustir.

2. -20 °C’de saklanan kan numuneleri ¢ozdirulip, steril bir mikrosantrifij tlptne 200
pL eklenmistir.

3. Ornege 20 pL Proteinaz K eklenmistir.

4. Numuneye 20 pL kitle birlikte verilen RNase A eklenmis ve ardindan kisa bir
vorteks yapilmus, iyice karstirildiktan sonra oda sicakliginda 2 dakika inklbe
edilmistir.

5. 200 uL genomik lizis soliisyonu eklenmis ve homojen bir ¢ozelti elde etmek icin
vortekslenerek iyice karistirilmistir.

6. Protein sindirimini desteklemek icin 55 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyondan alman lizata 200 puL %96-100 etanol eklenmis ve homojen bir

cozelti elde etmek i¢in 5 saniye vorteksleyerek iyice karistirilmastir.

DNA baglama:

1. Toplama tiipiindeki spin kolon paketten ¢ikarilmistir.

2. Genomik lizis solusyonu ve etanol ile hazirlanan lizat spin kolona eklenmistir.

3. Spin kolon oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 x g’de santrifiijlenmistir.

4. Toplama tlpu igindeki sivi ile birlikte atilarak spin kolon temiz bir toplama tiipline

yerlestirilmistir.

DNA yikama:

1. Spin kolona etanol ile hazirlanmig 500 uL wash buffer 1 eklenmistir.
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2. Spin kolon oda sicakliginda 10.000 x g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

3. Toplama tiipii tekrar atilarak spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
4. Spin kolona etanol ile hazirlanmis 500 uLL wash buffer 2 eklenmistir.

5. Spin kolon oda sicakliginda 3 dakika maksimum hizda santrifiijlenmis ve toplama

tiipi atilmagtir.

DNA eltisyonu:

1. Spin kolon 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmistir.

2. Spin kolona 50 pL eltsyon tamponu eklenerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilmistir.

3. Spin kolona oda sicakliginda 1 dakika maksimum hizda santrifiijlenmistir (tlp
saflastirilmis genomik DNA igerir).

4. 2. adim tekrarlanmustir.

5. Spin kolon, oda sicakliginda 1.5 dakika maksimum hizda santrifiijlenmistir.

6. Saf DNA mikrosantrifiij tiipiine toplanmis oldugu igin Spin kolon ¢ikarilmis ve

atilmastir.

PCR asamasinda saflastiriimis DNA’nin hemen kullanilabilmesi ve DNA’nin
tekrar tekrar dondurulup ve ¢ozilmesini énlemek amaciyla 6rnekler dncelikle 4 °C’de
saklanmistir. Islemi tamamlanan &rnekler ise uzun sireli saklama igin —20 °C’ye

alinmustir.

3.5. MTHFR Geni Analizi

Hayvanlarin MTHFR geni ekzon 7 bdlgesi 8137C/T (rs110692574)
polimorfizmi yoniinden sahip olduklar1 genotipler tetra-primer ARMS-PCR (Dort
primerli Amplifikasyon Direncli Mutasyon Sistemi — Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
yontemi ile tespit edilmistir. Molekiiler analizler Balikesir Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir
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3.6. PCR Analizi

Bu proje kapsaminda, 8137C/T (rs110692574) polimorfizminin tetra-primer
ARMS-PCR yobntemi (Medrado ve De Oliveira, 2014) ile tespit edilmesi
hedeflenmistir.  Primer tasarim siirecinde, Primerl (http://primerl.soton.

ac.uk/primerl.html) ve BatchPrimer3 (https://probes.pw.usda.gov/cgi-bin/batch

primer3/batchprimer3.cgi) web tabanli araglarindan yararlanilmis olup, tasarlanan

primerler Tablo 3.3’te sunulmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) optimizasyon
calismalar1 sonucunda, Tablo 3.4’te detaylandirilan kosullar altinda basarili bir

amplifikasyon profili elde edilmistir.

Tablo 3.3. Tetra-ARMS primerler ve nikleotid dizileri.

Primer adi 5°-3’ Niikleotid Dizisi
MTHFR-C-F! ACCAGTGAGGAAAGCGTCGTC
MTHFR-C-R! ACACGGTGACAAGACTCAGGGTAG
MTHFR-T-F TGGGGAGCTGAAGGACTACTACCT

MTHFR-T-R 2 GAGGTAGTGGGCAAAGACTTGA
1. http://primer1.soton.ac.uk/primerl.html , % https:/probes.pw.usda.gov/batchprimer3

Tablo 3.4. PCR bilesenleri ve termal dongl kosullar:.

PCR Bilesenleri Miktar Termal Dongii Kosullar
Genomik DNA 0.7 puP-0.9 pl° 94 °C’de 5 dk.
MTHFR-C-F primeri 0.14 pl 94 °C’de 30 sn.
MTHFR-C-R primeri 0.14 ul 62.7°-62.5% °C’de 30 sn. X 35
MTHFR-T-F primeri 0.23 pl 72 °C’de 35 sn.
MTHFR-T-R primeri 0.23 pl 72 °C’de 7 dk.

& C primerlerinin kullamldigi PCR reaksiyonunda kullanilan genomik DNA miktari.
® T primerlerinin kullamldig1 PCR reaksiyonunda kullanlan genomik DNA miktar1.
¢. C primerlerinin kullamldigi PCR protokoliindeki baglanma sicakligi.
4 T primerlerinin kullanildig1 PCR protokoliindeki baglanma sicaklig:.
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PCR amplifikasyonu, MTHFR geni i¢in C ve T allelerine yonelik iki ayri
sekilde ger¢eklesmistir. C alleli igin PCR bilesenleri; 1.75 uL DNA, 0.35 pL primer
(Reverse ve Forward, Oligomer Biotechnology, Ankara, Tiirkiye), 10 pL 2X Taqg DNA
polymerase master mix (Ampligon Inc., Odense, Danimarka) ve 7.55 uL nuclease-
free water (Ambion Inc., Austin, TX, USA) iken, T alleli i¢cin PCR bilesenleri; 2.25
uL DNA, 0.57 uL primer (Reverse ve Forward, Oligomer Biotechnology, Ankara,
Tiirkiye), 10 pL 2X Taq DNA polymerase master mix (Ampliqon Inc., Odense,
Danimarka) ve 6.6 pL nuclease-free water (Ambion Inc., Austin, TX, USA)

kullanilmastir.

Bu c¢aligmada, sigirlarda MTHFR genine ait es anlamli (sinonim) bir C—T
niikleotid degisimini belirlemeye yonelik primer dizileri kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) uygulanmistir. Hedef bdlge, Bos taurus 16. kromozom (BTA 16)
iizerinde yer almakta olup, varyantin tespiti amaciyla iki ayr1 primer ¢ifti tasarlanmistir
(Tablo 3.5). Tasarimi yapilan primer ¢iftleri, genotiplendirme g¢aligsmalarinda hedef
varyant bolgesinin 6zgiil olarak ¢ogaltilmasini1 saglamak {izere se¢ilmis olup, PCR

optimizasyonlar1 primer 6zellikleri dikkate alinarak ytiriitiilmiistiir.
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Tablo 3.5. PCR analizinde kullanilan primerlerin niikleotid dizileri.

Varyant . s ar , Amplikon Biiyiikliigii 1M

Kromozom Gen Tipi Primer (Sekans 5'-3") Kromozomal Pozisyonlari (Bp) (°C)
CF: ACCAGTGAGGAAAGCGTCGTC BTA16:41217697-41217717 62.61

155
Es anlamlt  op. ACACGGTGACAAGACTCAGGGTAG  BTA16:41217851-41217828 63.86

BTA 16 MTHFR CoT

nikleotid TF: TGGGGAGCTGAAGGACTACTACCT BTA16:41883754-41883777 63.99

degisimi 127
&l TR: GAGGTAGTGGGCAAAGACTTGA BTA16:41883880-41883859 59.96

BTA: Bos Taurus Autosome
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3.7. Jel Elektroforezi

PCR Urinleri, %1.5 agaroz iceren bir jel kullanilarak agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilmistir. Elektroforez tamponu olarak kullanilan TBE (Tris-Borat-EDTA)
tamponu, 10X stok c¢ozeltisinden distile su ile 1/10 oraninda seyreltilerek 1X ¢alisma

¢ozeltisi hazirlanmustir.

Agaroz jel hazirlanirken, gerekli miktarda toz agaroz hassas terazide tartilarak
otoklav sisesine aktarilmistir. Jel hazirliginda buharlasma ile olusabilecek hacim
kayb1 g6z oOniinde bulundurularak iizerine uygun hacimde 1X TBE tamponu
eklenmistir. Agaroz ¢ozeltisi, 550 W giiclinde bir mikrodalga firinda tamamen
¢ozUlip berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar, yaklasik 4-5 dakika siireyle 1sitilmis ve
ardindan oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Yaklasik 60 °C’ye kadar soguyan
cozeltiye, geker ocak altinda GelRed niikleik asit boyasi eklenmis ve homojen hale
gelene kadar yavas yavas karigtirilmistir. Hazirlanan karigim, onceden taraklar
yerlestirilmis olan jel kalibina (tray) dokiilmiis ve PCR Urlnlerinin elektroforezi
sonucunda bant deformasyonlarin1 6nlemek amaciyla hava kabarcigi olusmamasina
Ozen gosterilmistir. Jel tamamen katilagtiktan sonra, kuyucuklar zarar gérmemesi
icin tarak dikkatlice ¢ikarilmistir. Hazirlanan jel, onceden 1X TBE tamponu ile
doldurulmus elektroforez tankina yerlestirilmistir. PCR amplifikasyon iiriinleri, jel
iizerindeki kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Elektroforez islemi, gii¢
kaynag1 70 V’a ayarlanarak baslatilmis ve yaklasik 1 saat siiresince yiirlitiilmiistiir.
Islem tamamlandiktan sonra, DNA bantlar1 jel goriintiileme sistemi kullanilarak

goriintiilenmis ve analiz edilmistir.

3.8. Genotiplerin Belirlenmesi

Elektroforez isleminde, ayni 6rnege ait C ve T allellerine yonelik iki PCR drun,
yan yana iki kuyucuga yiiklenmis ve her iki kuyucukta olusan bantlarmn say1 ve
biiylikliiklerine gore 6rneklerin genotipleri belirlenmistir (Sekil 4.1.). Elektroforez
analizi sonucunda, 6rneklerde C alleline 6zgi 155 bp ve T alleline 6zgi 127 bp

biiyiikliigiindeki fragmentlerin varligina gbre genotip tayini yapilmistir. Jel
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goriintiisiinde hem C hem de T alleline 6zgii bantlarin birlikte gézlenmesi heterozigot
CT genotipini, yalnizca C alleline 6zgii bandin gzlenmesi homozigot dogal (wild tip)
CC genotipini, yalnizca T alleline 6zgii bandin gézlenmesi ise homozigot mutant TT
genotipini gdstermistir. PCR sonuglarinin giivenilirligini saglamak amaciyla her

amplifikasyon setine bilinen CC ve CT genotipli 6rnekler de eklenmistir.

Genotip ve allel frekanslar1 elle sayim yontemi ile belirlenmistir. Her grup igin
gOzlenen heterozigottuk degerleri, Hardy-Weinberg modeline gore beklenen

degerlerle karsilastirilmis ve y? testi uygulanmstir (Tablo 4.1).

3.9. DNA Dizi Analizi

Tetra-ARMS yontemiyle gerceklestirilen PCR’1in dogrulugunu degerlendirmek
amaciyla, her li¢ genotipi temsil eden toplam 8 o6rnek DNA dizi analizine
gonderilmistir. Elde edilen elektroferogram dosyalari, DNA Baser v3.5.1 yazilimi
(Heracle BioSoft SRL, Romanya) kullanilarak hizalanmis ve karsilastirmali olarak
analiz edilmistir (Sekil 4.2).

3.10. Biyokimyasal Analizler

Homosistein, vitamin By, folik asit ve NEFA degerleri igin, buzagilamadan 21
giin once (-21), buzagilama aninda (0) ve buzagilamadan 21 giin sonra (+21) sar1
kapakli jel igeren tiiplere (Serum Separator Tube — SST) kan Ornekleri almmuistir.
Toplanan 6rnekler, 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edilmistir.
Serum Ornekleri, analizler yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir. Ayrica,
isletmelerin kayitlarindan buzagilamay: takiben 7. ve 14. giinlerde dlciilen BHBA

degerleri temin edilmistir.
Homosistein diizeyleri (mmol/L), Bovine Homocysteine ELISA Kit (Sunlong,

SL0319Bo) kullanilarak enzim immiinoassay yontemi ile analiz edilmistir. Folat

(ng/mL) ve vitamin Bi> (pg/mL) diizeylerinin tayini hizmet alimi yoluyla
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gerceklestirilmistir. Analizler sirasiyla fotometrik ve kemiliiminesans yontemlerle,
Abbott Architect 18200 marka cihaz (Abbott Diagnostics, ABD) kullanilarak
yapilmistir. NEFA (Non-Esterified Fatty Acids, umol/L) dizeyleri ise yine hizmet
alimi kapsaminda, iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak spektrofotometrik
yontemle belirlenmistir. Olgiimler, Randox marka cihaz (Randox Laboratories Ltd.,

Birlesik Krallik) ile gerceklestirilmistir.
Bovine Homosistein ELISA Uygulama Protokoli;
1. Standartlarin Seyreltilmesi; ©ncelikle standardi kiigiik tiiplerle seyreltilip,

ardindan her tiipten 50ul hacmini mikro plaka kuyusuna pipetlemis ve her tiip

icin iki kuyu olmak iizere toplamda on kuyu kullanilmstir (Sekil 3.1.).

12umol/L Standard No.1 300ul Original Standard + 150ul Standard diluents
Sumol/L Standard No.2 | 300ul Standard No.1 + 150ul Standard diluents
4umol/L Standard No.3 | 150ul Standard No.2 + 150ul Standard diluent
2umol/L Standard No.4 | 150ul Standard No.3 + 150ul Standard diluent
Tumol/L Standard No.5 150ul Standard No.4 + 150ul Standard diluent

=
150H|l 150p|l 150p|l 150pll 150p|l
Diluent
150p1
Noi  No2  No3  No4  No5

SUNLONG
0
Dilution Rate 1.5 1:5 2 2 2

Standard

Sekil 3.1. Standartlarin seyreltilmesi.

2. Microelisa stripplate’te, bos kontrol olarak bir kuyuyu bos birakilmis, 6rnek

kuyularma, 40ul Ornek seyreltme tamponu ve 10ul &rnek eklenmistir. Ardindan
hafifce calkalayarak iyice karistirilmistur.

3. Inkiibasyon: Kapatma plakas1i membrani (Closure plate membrane) ile kapatildiktan

sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
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4. Seyreltme: Konsantre yikama tamponu prosediirde belirtildigi gibi 30 kat distile
suyla seyreltilmistir. (96T i¢in 30 kat, 48T i¢in 20 kat).

5. Yikama: Kapatma plakast membranini dikkatlice soyulmus, aspire edilmis ve
yikama soliisyonuyla doldurulmustur. Yikama soliisyonunu 30 saniye dinlendirdikten
sonra atilmigtir ve bu yikama prosediirii 5 kez tekrarlanmistir.

6. Bos kontrol kuyusu hari¢ her kuyuya 50 pl HRP-Konjugat reaktifi eklenmistir.

7. Adim 3’te aciklandig1 gibi inkiibasyon gerceklestirilmistir.

8. Adim 5’te ac¢iklandigi gibi yikama islemi gergeklestirilmistir.

9. Boyama: Her kuyuya 50 pl Kromojen Cozeltisi A ve 50 pl Kromojen Cozeltisi B
eklenmis, hafifce galkalayarak karistirilmis ve 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Boyama sirasinda 1siktan kaginilmaya 6zen gosterilmistir.

10. Sonlandirma: Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu
eklenmistir. Bunun sonucunda prosediirde belirtildigi gibi kuyudaki renk maviden

sartya donmiistiir (Sekil 3.2. A).

Sekil 3.2. ELISA agsamalari. A: durdurma soliisyonu eklenmesinin sonucu kuyudaki
rengin maviden sartya donmesi, B: ELISA plaka okuyucu.

11. Bir Mikrotiter Plaka Okuyucusu (Sekil 3.2. B) kullanarak 450 nm’de absorbans
OD’yi okutulmus, bos kontrol kuyusunun OD degeri sifir olarak ayarlanmistir. Analiz,
durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢inde gergeklestirilmistir.

12. Orijinal HCY konsantrasyonunu hesaplamak igin prosediirde belirtildigi gibi

okuyucunun verdigi sonuglar 5 ile ¢arpilarak degerlendirmeye alinmistur.
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3.11. Siit Verimi ve Ureme Performansi Kayitlarinin Temini

Hayvanlara ait 305 giinliik siit verim kayitlari, sagim sisteminden dijital olarak
elde edilmistir. 100 ve 200 giinliik siit verimleri ise sagim sisteminde kaydedilen
giinliik siit verimlerinin toplanmasiyla hesaplanmistir. CH ve CH+MET grubundaki
hayvanlarin dogum tarihleri, buzagilama tarihleri, buzagilama yasi, tohumlama sayist
ve laktasyon sayisi gibi veriler de dijital ortamda isletme kayit sisteminden alinmustir.
Ayrica, CH grubunda genotipleri belirlenen hayvanlara ait, verim kaybina neden olan

baz1 saglik sorunlarma iligkin kayitlar da temin edilmistir.

3.12. Veri Analizi

MTHFR genotipleri ile kullanilan yem katk1 maddesi gruplarinin gegis donemi
-21., 0. ve +21. glnlerde d6lciilen biyokimyasal kan parametreleri (homosistein, folik
asit, vitamin Bi> ve NEFA) (zerine zaman faktoriine bagli etkileri, tekrarlayan
Olciimlerde varyans analizi yontemiyle degerlendirilmistir. BHBA diizeyine iliskin
zaman faktoriine bagh etkiler ise, buzagilamadan sonraki 7. ve 14. giinlerde yapilan
Olgtimler dogrultusunda analiz edilmistir. Bu analizler, hem genotip hem de yem katki
maddesi gruplar1 yoniinden ayr1 ayri1 yiirtitiilmiistiir. Kullanilan matematiksel modele,

buzagilama yasi ve laktasyon sayis1 kovaryans olarak eklenmistir.

MTHFR genotipleri ile kullanilan yem katki maddesi gruplarinm, bazi
biyokimyasal kan parametreleri ile siit verim 6zellikleri Gzerindeki etkileri genel lineer
model (GLM) ile analiz edilmistir. Kullanilan matematiksel modeller asagida
sunulmustur. Coklu karsilagtirmalarda olusabilecek Tip I hata riskini azaltmak

amaciyla her iki analizde de Bonferroni diizeltmesi kullanilmustir.

MTHFR genotiplerinin siit sigirlarinda verim kaybma neden olan bazi saglik
sorunlar1 tizerindeki etkisi incelenirken, dncelikle Pearson Ki-kare testi uygulanmustir.
Ancak, hiicrelerden birinde beklenen frekansin 5’in altinda durumunda Fisher’in

Kesin Testi esas alinmustir.
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Genotip frekanslari kullanilarak Hardy-Weinberg dengesi test edilmistir. Allel

ve genotip frekanslart manuel olarak hesaplanmis ve y? testi ile degerlendirilmistir.

MTHFR genotiplerinin (CC ve CT), siit sigirlarinda verim kaybma yol acan
baz1 saglik problemleriyle iliskili dagilimi, veri tablolar1 kullanilarak yapay zeka
destekli analiz yontemleriyle gorsellestirilmistir (Sekil 4.13). Ayrica, tekrarlayan
Olglimlere ait varyans analizi sonuglarmin gorsellestirilmesinde, SPSS 30 yaziliminda
olusturulan grafikler kullanilmistir (Sekil 4.3—Sekil 4.12).

Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS 30 paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Biyokimyasal kan parametreleir icin kullanilan matematiksel model;
Yijkimn = ptaitbj+c+di+fm+eijumn seklinde olup,
bu modelde yer alan terimlerden
Yijkimn = herhangi bir inegin -21., 0.,+21.glin biyokimyasal kan parametresi
u = popiilasyonun beklenen ortalamast,
ai = 1. genotip etki miktarm,
bj=j. hayvanin yasi etki miktarmu,
ck= k. laktasyon sirasi1 etki miktar1 (1, 2, 3),
di = I. 6rnek alinma mevsimi etki miktari,
fm =m. yem katki maddesi etki etki miktari,
eijimn = incelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)

temsil etmektedir.

Sut verimi i¢in kullanilan matematiksel model,

Yijkim = H+ait+bj+Ck+di+eijum seklinde olup,

bu modelde yer alan terimlerden

Yijkm = herhangi bir inegin 100, 200 ve 305 ginlik sut verimi (1., 2., 3.
Laktasyon)

p = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

ai= 1. genotip etki miktarini,
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bj = J. buzagilama yas1 etki miktarini,

Ck = k. buzagilama mevsimi etki miktarini

di = I. yem katk1 maddesi etki miktarini,

eijim = incelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)

temsil etmektedir.

Tohumlama sayist i¢in kullanilan matematiksel model,

Yijkim = pJ+ai+bj+ck+diteijum seklinde olup,

bu modelde yer alan terimlerden

Yijxim = herhangi bir inegin tohumlamasi,

p = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

ai= 1. genotip etki miktarini,

bj = j. yem katk1 maddesi etki miktarini,

Ck = k. buzagilama yas1 etki miktarim

di= L. buzagilama mevsimi etki miktarini,

eijim = incelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)

temsil etmektedir.

lkine buzagilama yagt icin kullanilan matematiksel model,

Yijk = U+aitbj+ck +eiju seklinde olup,

bu modelde yer alan terimlerden

Yijki= herhangi bir inegin ilkine buzagilama yasi,

u = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

ai = 1. genotip etki miktarmai,

bj = j. yem katki maddesi etki miktarmi,

ck= k. buzagilama mevsimi etki miktarni,

eij= incelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarimi (hata terimi)

temsil etmektedir.

Buzagilama araligi i¢in kullanilan matematiksel model,
Yijk M= p+aitbj+cktditeium seklinde olup,
bu modelde yer alan terimlerden

Yijki = herhangi bir inegin buzagilama aralig1
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u = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

ai = I. genotip etki miktarini,

bj = J. yem katk1 maddesi etki miktarini,

Ck = k. buzagilama mevsimi etki miktarni,

di=I. buzagilama yas1 etki miktarini,

eijim=incelenen faktorler digindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)
temsil etmektedir.

Elde edilen veriler; genotip, kullanilan yem katkisi, ilk buzagilama yasi (giin),
ikinci buzagilama yasi (gilin), liclincli buzagilama yasi (giin), buzagilama mevsimi,
hayvanmn yas1 ve Ornek alinma mevsimi olmak {izere asagidaki sekilde

siniflandirilmstir.
Genotip: 1. grup: CC genotipi, 2. grup: CT genotipi.

Hayvanin yas1 (6rnek toplama tarihine gore): Sigirlar asagidaki yas gruplaria
ayrilmistir: 1. grup: 666—1308 giin, 2. grup: 1309-1540 giin, 3. grup: 1541-1690 gin,
4. grup: 1691-2630 giin arasi.

Laktasyon swrasi: 1. grup: birinci ve ikinci laktasyon, 2. grup: Uclnci

laktasyon, 3. grup: dort ve besinci laktasyon donemi.

Yem katki maddesi: 1. grup: kolin katkist kullanan grup, 2. grup:

kolin+metiyonin katkis1 kullanan grup

Ornek almma mevsimi: 1. grup: Arahk-Ocak-Subat, 2. grup: Mart-Nisan-
Mayis, 3. grup: Haziran-Temmuz-Agustos, 4. grup: Eylil-Ekim-Kasim

Buzagilama yas1 giin

e 1. Laktasyon: 1. grup: 640-699 giin arasi, 2. grup: 700-739 giin arasi, 3.
grup: 740-799 giin arasi, 4. grup: 800-1414 giin arasi.

e 2. Laktasyon: 1. grup: 890-1106 giin arasi, 2. grup: 1110-1199 giin arast,
3. grup: 1200-1300 giin arasi, 4. grup: 1301-1765 giin arasi.

e 3. Laktasyon: 1256-1500 giin arast, 2. grup: 1501-1556 giin aras1, 3. grup:
1560-1677 giin arasi, 4. grup: 1701-2226 giin arast.

Buzagilama mevsimi: 1. grup: Aralik-Ocak-Subat, 2. grup: Mart-Nisan-
Maysis, 3. grup: Haziran- Temmuz-Agustos, 4. grup: Eylul-Ekim- Kas1
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4. BULGULAR

4.1. Genotiplerin Belirlenmesi

Elektroforez sonucunda 6rneklerde C alleline 6zgl 155 bp ve T alleline 6zgii
127 bp biyiikligiindeki fragmentlerin varligima gére genotipler belirlenmistir. Jel
goriintiisiinde bir 6rnekte C ve T alleline 6zgii bantlarin her ikisinin de goriilmesiyle
heterozigot CT, sadece C alleline 6zgii bandin goriilmesi durumunda homozigot dogal
(wild) tip CC, sadece T alleline 6zgii bandin goriilmesi durumunda ise homozigot

mutant TT goriintiistine rastlanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. PCR Urlnlerinin %1.5 agaroz jel elektroforezinde géruniima. M: 100
bp DNA marker; 1. 6rnek TT genotipi; 2., 3. ve 5. érnekler CC genotipi; 4. 6rnek CT
genotipindedir.
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MTHFR geni rs110692574 polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslar1 ile

heterozigotluk oranlar1 Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1. MTHFR geni rs110692574 polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslar1

ile heterozigotluk orani

isletme n Genotip Frekansi Allel Frekansi Heterozigotluk
cc CT TT C T Ho He 4 p
1 224  0.8482 0.1473 0.0045 09219 0.0781 0.1473 0.1438 0.135 0.7133"*
2 132 0.9167  0.0833 - 0.9583 0.0417 0.0833 0.0796 0.224 0.6359™*
Toplam 356 0.8732 0.1236 0.0028  0.9354 0.0646 0.1236 0.1208 0.191 0.6623"*

" non-significant

Tablo 4.1°de Tiirkiye’deki Holstayn sigir popiilasyonuna ait iki farkli isletmede
rs110692574 polimorfizmine yonelik genotip ve allel frekanslar1 hesaplanmistir. Her
iki isletmede de C alleli yaygin olup, T alleli daha diisiik frekansta (%4.17—7.81)
bulunmustur. Toplamda, C alleli frekans1 %93.54, T alleli frekans1 %6.46 olarak
belirlenmistir. TT genotipi yanhzca 1. isletmedeki bir hayvanda gozlenmistir. 1.
Isletmede genotip frekanslar1 sirasiyla CC igin %84.82, CT i¢in %14.73 ve TT igin
9%0.45 olarak bulunurken 2.isletmede TT genotipine rastlanmamis, CC i¢in %91.67 ve
CT icin %8.33 oranlar1 elde edilmistir. Tiim popiilasyonun genotip frekansi CC igin
%87.32, CT i¢in %12.36 ve TT i¢in %0.28 olarak hesaplanmustir. T allelini tasiyan

hayvanlarin frekansi ise %12.64 olarak hesaplanmistir.

Her iki isletmede de go6zlenen heterozigotluk degerleri (Ho), beklenen
heterozigotluk degerleri (H:) ile biiyilk oranda benzer bulunmus olup, Hardy-
Weinberg denge testi sonucunda elde edilen p-degerleri (p>0.05) istatistiksel olarak
anlamli olmamasi, genotip dagilhimmnm Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugunu

gostermistir.

TT genotipine sahip hayvan g¢alisma siiresi boyunca dogum yapmadigi i¢in

calismaya dahil edilememistir.
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4.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi sonucunda elde edilen genotiplerin Tetra-ARMS yontemiyle
tespit edilen genotipler ile birebir uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 4.2). Bu durum
Tetra-ARMS yonteminin MTHFR geni 8137C/T (rs110692574) mutasyonunun

tespitinde dogrulugu ve uygulanabilirligini ortaya koymustur.

Sekil 4.2. DNA dizi analizi sonucu elektroferogram gorintileri. A: CC, B:
CT, C: TT genotipleri.

4.3. Biyokimyasal Kan Parametreleri

Siit sigirlarinda gegis doneminde homosistein, folik asit, vitamin B12, NEFA ve
BHBA dlzeylerinin degisimi ve bu degisimin genotip ve yem katki maddesi
gruplarna gore farklilik gosterip gostermedigi tekrarlayan élciimlerde varyans analizi
yontemiyle degerlendirilmistir. Analizler sonucunda, gegis doneminde biyokimyasal
kan parametrelerinin degisimi Uzerinde zamann tek basina anlamli bir etkisi olmadig1
belirlenmistir (p>0.05). Ancak zaman X genotip etkilesiminin folik asit ve vitamin B1»
diizeylerini zaman i¢inde farkl sekilde etkiledigi saptanmigtir (p<0.05). Bu durum,

zamanin genel ortalama iizerinde anlamli bir rol oynamamasina ragmen, genotip ile
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birlikte folik asit ve vitamin B> diizeyleri iizerindeki etkisinin belirginlestigini

gostermektedir.

Tablo 4.2. Zaman x genotip etkilesiminin ge¢is doneminde biyokimyasal kan
parametreleri diizeylerindeki degisim tizerine etkileri

Parametre Genotip Zaman X * S; p

-21 6.80 = 0.40

cC 0 5.50 + 0.28
Folik asit +21  693:033 o,
21 5.31+054
CT 0 7.18+0.83
+21  6.21+0.61
21  263.34+8.66
CC 0 224.16+09.12
Vit. By +21  23539+815 ..
21 216.04 +16.79
CT 0 259.08+21.21
+21 235.39+ 17.55
21 11.82+0.71
cC 0  11.48+046
Homosistein +21  11.51+£0.59 0.776
21 11.95+0.84
CT 0  11.66+0.57
+21  12.15+0.85
21 0.22+0.04
cC 0 0.35 +0.07
NEFA +21 031004 o
21 0.14+0.04
CT 0 0.26 +0.04
+21  0.37+0.07
CC +7  0.54+0.05
BHBA +14 043005 00
CT +7  0.47+0.06

+14 0.43+0.03

64



Tablo 4.2 incelendiginde, gecis doneminde zaman x genotip etkilesiminin folik
asit ve vitamin B> diizeylerinde anlamli bir degisime yol actig1 (p<0.05); homosistein,
NEFA ve BHBA diizeylerinde ise anlamli bir etki gostermedigi (p>0.05)
goriilmektedir. CC ve CT genotip gruplarinin zaman i¢inde folik asit ve vitamin B1.
diizeylerinde farkli degisimler sergiledigi anlasilmaktadir. Ozellikle bu parametrelerin
buzagilamadan onceki 21. giin (-21. giin), buzagilama giinii (0. giin) ve buzagilamadan
sonraki 21. giindeki (+21. giin) degisimleri genotipe bagl olarak istatistiksel agidan
anlamli bulunmustur (p<0.05). Diger taraftan, gecis doneminde homosistein ve NEFA
diizeyleri ile buzagilamadan sonraki 7. ve 14. giinlerdeki BHBA diizeylerinde
gozlenen degisimlerin genotip X zaman etkilesimi agisindan istatistiksel olarak anlaml1

olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

Sekil 4.3’ten Sekil 4.7 ye kadar olan boliimde, siit sigirlarmin gegis doneminde
genotip gruplarima (CC ve CT) gore homosistein, folik asit, vitamin Bi2, NEFA ve
BHBA diizeylerindeki degisimler gdsterilmistir.

Homosistein
14,000 B N Genotip
cc
-—CT

----- Gazlanen

13,000 Genel Ortalama

12,000

11,000

10,000

-21 0 21
Zaman (gin)

Sekil 4.3. Farkli genotiplere gére zaman i¢inde homosistein seviyelerinin degisimi.
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Folik asit

9,000 Genotip

=—CC
—_— _—CT
----- Gozlenen

8,000 Genel Ortalama

7,000

6,000

5,000

4,000

-21 0 21
Zaman (gin)

Sekil 4.4. Farkli genotiplere gore zaman iginde folik asit seviyelerinin degisimi.

Sekil 4.4°e gore, CT genotipine sahip hayvanlarda buzagilama giinii (0. giin)
folik asit diizeylerinde anlamli bir artis gdzlenirken, CC grubunda bu donemde azalma
meydana gelmistir. Bu durum, CT genotipinin buzagilama doneminde folik asit

diizeylerini artirarak CC genotipinden ayristigini gostermektedir.

Vitamin B12
300,000 Genotip
—_— =CC
—_—CT
“““ Gozlenen
275,000 Genel Ortalama

250,000

225,000

200,000

=21 0 21
Zaman (gln)

Sekil 4.5. Farkli genotiplere gore zaman i¢inde vitamin B12 seviyelerinin degigimi.
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Sekil 4.5’te gorildigi iizere, vitamin Bio diizeyleri agisindan buzagilamadan
onceki 21. gln (-21. giin) ile buzagilama giinii (0. giin) arasinda CC grubunda diisiis,

CT grubunda ise artig gézlenmistir.

NEFA
0,500 e Genotip
== CC
-1 _—CT
----- Gozlenen
0.400 Genel Ortalama

0,300

0,200

0,100

-21 0 21
Zaman (guln)

Sekil 4.6. Farkli genotiplere gére zaman igcinde NEFA seviyelerinin degisimi.

Yapilan analizler sonucunda 6lgiilen NEFA seviyeleri arasinda istatistiksel
acidan onemli bir fark gozlenmemesine ragmen CT genotipine sahip hayvanlarin
NEFA seviyelerinin analizin gerceklestigi her {ic donemde de artis gosterdigi
gbzlenmistir. Bu durum CT genotipli bireylerin gecis doneminde negatif enerji

dengesine daha yatkin olabilecegini gosterir niteliktedir (Sekil 4.6).
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BHBA
Genotip
=—CC
0,600 —_— =—CT
----- Gozlenen
Genel Ortalama

0,800

0,400

0.300 p——

Zaman (gin)

Sekil 4.7. Farkli genotiplere gore zaman igcinde BHBA seviyelerinin degisimi.
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Tablo 4.3. Zaman x yem katk1 maddesi etkilesiminin gegis doneminde biyokimyasal
kan parametreleri diizeylerindeki degisim {izerine etkileri

Parametre Yem Katki Zaman X + Si p
Maddesi
21 6.47+045
CH 0  579+0.33
Folik asit 21 7274041 oo
21 6.17+0.46
CH+MET 0  6.35+0.66
+21  5.83+0.37
21 243.82 +10.87
CH 0 223.27+10.71
Vit. Br +21 2377841026 o0
21 257.58 +12.40
CH+MET 0 252.61+16.02
+21  231.62 +11.66
21 11.43+0.82
CH 0  10.83+0.40
Homosistein +21 11.13 £ 0.52 0.781
21 12.54+0.63
CH+MET 0 12632064
+21  12.61+001
21 0.13+0.02
CH 0 0.32 £0.06
NEFA +21 0283004 .o
21 0.23+0.06
CH+MET 0 0.29 +0.05
+21  0.42+0.07
CH +7  0.54%0.05
BHBA +14  045+006 .

+7 0.49 +£0.06
+14 0.40 £0.02

CH+ MET

Tablo 4.3 incelendiginde, gec¢is doneminde zaman ile yem katki maddesi
etkilesimlerinin incelenen tiim parametreler lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir

etkisinin olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).
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Sekil 4.8 ile Sekil 4.12 arasinda ise gecis donemi boyunca biyokimyasal kan
parametrelerinde yem katki maddesi gruplar1 (CH ve CH+MET) arasinda gozlenen

degisimler sunulmustur.

Homosistein

15,000 Grup
=== CH
e CH+MET

A Mgt . e Gozlenen
14,000 Genel Ortalama
13,000 I —
|

12,000

11,000 .\/—'——:_

10,000 : P —

-21 0 21
Zaman (gtin)

Sekil 4.8. Farkli yem katki maddelerine gére zaman igcinde homosistein seviyelerinin

degisimi.
Folik asit
5,000 Gru p
= CH
— CH+MET
gs0f”—— T e Gozlenen

Genel Ortalama

7,000

6,500

6,000

5,500

5,000 -

Zaman (gin)

Sekil 4.9. Farkli yem katki maddelerine gore zaman icinde folik asit seviyelerinin

degisimi.
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Vitamin B12
300,000

Grup
—CH
— CH+MET
1 e Gazlenen
280,000 Genel Ortalama
260,000

240,000

220,000

200,000 —

-21 0 21
Zaman (gln)

Sekil 4.10. Farkli yem katki maddelerine gdre zaman i¢inde vitamin B1

seviyelerinin degigimi.

NEFA
0,600 Grup
w—CH
N S w CH+MET
[0 S S — ittt Gozlenen

Genel Ortalama

0,400

0,300

0,200

0,100

-21 0 21
Zaman (gin)

Sekil 4.11. Farkli yem katki maddelerine gore zaman iginde NEFA seviyelerinin

degisimi
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BHBA

0,700/ Grup
— CH

w—— CH+MET

""" Gozlenen
Genel Ortalama

0,600}

Zaman (gtin)

Sekil 4.12. Farkli yem katki maddelerine gére zaman iginde BHBA seviyelerinin

degisimi.

Gegis donemi boyunca yem katki maddesi gruplar1 (CH ve CH+MET) ve
Olcilen tin biyokimyasal parametreler arasinda herhangi bir 6nemli fark

gbzlenmemistir (p>0.05)..

Gegis donemine ait farkli zaman noktalarinda Olgiilen biyokimyasal kan
parametreleri (izerine genotipin ve yem katki maddelerinin etkisi, Genel Lineer Model
kullanilarak analiz edilmistir (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5).
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Tablo 4.4. Genotip ve yem katki maddesi gruplarinin geg¢is doneminde biyokimyasal
kan parametreleri Uzerinde etkileri (x + Sx).

zamanin  Gnp " RSt ViemSe Ko
Buzagilama 6ncesi (-21. cc 55  6.832+0.81 252.92:+19.31 10.82 +1.04
gan) cT 25  4.88°+0.72 203.03+ 1726  12.02+0.93

p degeri 0.050 0.037 0.340
CH 49  6.10+0.71 229.78 + 17.08 11.57 +0.92
CH+MET 31  5.61+0.71 226.17 + 17.04 11.27 +0.92

p degeri 0.542 0.852 0.770
Buzaglama (0. giin) cc 55  6.53+0.80 243.46 + 23.30 11.76 + 1.05
CT 25  6.35+0.71 241.37 + 20.84 11.50 +0.94

p degeri 0.860 0.941 0.840
CH 49  5.64°+0.71 222.14 + 20.61 11.43 +0.93
CH+MET 31  7.242+0.70 262.68 + 20.56 11.84 +0.93

p degeri 0.050 0.085 0.700
Buzagilama sonrasi (+21. cc 55  6.15+0.76 206.39 + 20.11 11.09 +1.28
gan) CT 25  6.15+0.68 224.97 + 17.98 12.38 +1.15

p degeri 1.000 0.448 0.400
CH 49  6.92+0.68 215.74 £ 17.79 11.43+1.13
CH+MET 31  5.38°+0.67 215.62 + 17.75 12.04 +1.13

p degeri 0.050 0.995 0.630

(2, ¥) aynu siitiinda farkli harflerle gosterilen grup ortalamalar1 arasindaki farklar énemlidir (p<0.05).

Tablo 4.4’e gore buzagilama oncesi 21. giinde, CT genotipli hayvanlarda folik

asit diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur (p=0.050).
Ayni giinde vitamin B12 diizeyi de CT genotipinde daha diisiik tespit edilmistir
(p=0.037).

Buzagilama giinii (0. giin) itibariyle yem katkis1 gruplarmimn folik asit diizeyleri
Bu donemde, CH+MET katk:
maddesi grubunun folik asit diizeyi, CH grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur.

arasinda anlamli bir fark gozlenmistir (p=0.050).

(Tablo 4.4.). Vitamin Bi, duzeyi agisindan CH+MET grubunda artis gozlenmekle
birlikte, CH grubuna gore bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Genotip gruplar1 agisindan degerlendirildiginde ise, buzagilama giinii (0. gin)
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itibartyla CC ve CT genotipleri arasinda folik asit, vitamin Bi> ve homosistein
diizeyleri yoninden anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

Buzagilama Sonrasi (+21. gun) itibariyle yem katkis1 gruplarmm folik asit
diizeyleri arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05). CH grubunda folik asit
diizeyinin, CH+MET grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p
= 0.050). Bu donemde vitamin B1> ve homosistein diizeyleri yonunden yem katkist
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Ayrica,
CC ve CT genotip gruplar1 arasinda incelenen parametreler yoniinden anlamli bir

farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Gegis donemine ait farkli zaman noktalarinda Olgiilen NEFA ve BHBA
diizeyleri Gzerine genotipin ve yem katki maddelerinin etkisi, genel lineer model

kullanilarak analiz edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Genotip ve yem katki maddesi gruplarinin gegis déoneminde NEFA ve
BHBA duzeyleri Uzerine etkileri (X £ Sx).

NEFA BHBA

Grup n  -21gin 0 giin +21 giin n +7 glin n +14gin
CcC 14 019x009 042+011 017£011 54 0.68x0.10 53 0.52zx0.10
CT 16 0.19x007 0.23+x0.09 035%£008 24 045°+0.08 24 0.41zx0.08
p degeri 0.97 0.17 0.15 0.04 0.35
CH 17 0.18x0.08 0.32+£0.11 020010 47 055%£0.09 46 0.47x0.09
CH+MET 13 0.21+0.07 0.34x0.09 032+£0.08 31 059x0.08 31 0.46%x0.09
p degeri 0.76 0.90 0.30 0.35 0.95

(2, ) ayn1 sutun farkli harflerle gosterilen grup ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).

Tablo 4.5 incelendiginde, buzagilama sonrasi 7. glinde genotip gruplari arasinda
BHBA duzeyleri yonlnden istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(p<0.05). Bu donemde, CC genotipine sahip hayvanlarin BHBA duzeyleri CT
genotipine sahip hayvanlara gore daha yiikksek bulunmustur. Ancak, 14. glndeki
BHBA dizeyleri yoninden CC ve CT genotip arasinda anlamli bir fark
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belirlenmemistir (p>0.05). Yem katki maddesi gruplari arasinda ise hem 7. hem de 14.

gin BHBA diizeyleri yoniinden anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05). Gegis

dénemi boyunca (-21, 0, +21. guinler), NEFA diizeyleri agisindan genotip ve yem katki1

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

4.4. S0t Verimi

Genotip ve yem katki maddesinin laktasyonun farkli donemlerindeki siit

verimine etkisi, Genel Lineer Model kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Genotip ve yem katki maddesi gruplarmm 100, 200 ve 305 ginlik st
verimi Uzerine etkileri (x + Sx).

sut  Grup n 1. Laktasyon n 2. Laktasyon n 3. Laktasyon
verimi
CT 55  3574.24%#89.09 50 4265.28+130.63 35 4372.58+143.72
cc 25 3347.32°450.38 25  4289.70+97.35 22  4463.83+138.42
100 p 0.038 0.874 0.612
Gin CH 49  3100.90°+72.01 49 3667.73° £98.86 37 4191.07° £133.23
CH+MET 31 3820.65%#81.71 26 4887.25"+#129.14 20 4645.34" +135.74
p 0.000 0.000 0.006
CT 55  7448.82+195.65 50 8448.01+262.88 33  8447.67+263.82
cc 25  7162.39+130.40 25 8486.33+195.91 19  8722.95+245.89
200 p 0.228 0.902 0.436
Gin CH 49 6553.17°+158.14 49 7633.65°+198.94 32 8167.28° +229.45
CH+MET 31 g058.03"+179.45 26 9300.68"+259.88 20 9003.33" +227.13
p 0.000 0.000 0.003
CT 47 10931.42+273.49 40 12139.23+462.03 28 12011.32+429.30
cc 22 10592.49+187.65 19 12207.97+330.93 17 12346.86+397.51
208 p 0.316 0.903 0.562
Gun  CH 4l 9395788400175 3° 153471:2;18 29 %‘gﬁf
CH+MET 28 15128.127+256.86 20 121%2:2? 16 1§§;$:gff
p 0.000 0.001 0.005

(™ B): ayn siitiinda farkl harflerle gosterilen grup ortalamalar arasmdaki farklar Snemlidir (P<0.01).

(®®): ayni siitiinda farkl: harflerle gosterilen grup ortalamalari arasindaki farklar énemlidir (p<0.05).
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, yalnizca birinci laktasyonun ilk 100
giinlik doneminde CC ve CT genotip gruplari arasinda siit verimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0.05). Buna karsm, ikinci ve
ticlincli laktasyonlarin hicbir doneminde genotipler arasinda anlamli bir fark
belirlenmemistir (Tablo 4.6). Birinci laktasyonun 100 gunlik doéneminde CT
genotipine sahip hayvanlarin sut veriminin, CC genotipine sahip bireylere gore daha
yiiksek oldugu gdzlemlenmistir. ikinci ve Gclincii laktasyonda CC genotipine sahip
hayvanlarin daha fazla siit verdigi goriilse de istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamigtir (p>0.05).

Kullanilan yem katki maddelerinin etkisi incelendiginde ise, birinci, ikinci ve
ticilincii laktasyonlarm 100, 200 ve 305 giinliikk donemlerinde CH ve CH+MET gruplar1
arasinda siit verimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir
(p<0.05). Her ¢ laktasyonun tiim dénemlerinde, CH+MET grubundaki bireylerin st

verimi, CH grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.

4.5. D6l Verimi

Tablo 4.7. Genotip ve yem katki maddesi gruplarinin gebelik bagina tohumlama
sayis1 lizerine etkileri (X £ Sy).

Grup n 1. Gebelik n 2. Gebelik n 3. Gebelik
cC 55 1.65+0.09 50 269+030 41 2591031
CT 42 1.66+0.11 40 327+034 30 246%0.31
p 0.945 0.164 0.763

CH 65 337+£024 49 281+0.25
CH+MET - - 25 259+040 22 225+0.34
p 0.083 0.167

Tablo 4.7°de gebelik bagina tohumlama sayilarinin genotip (CC ve CT) ve yem
katkt maddesi gruplarma (CH ve CH+MET) gore dagilimi verilmistir. Birinci
buzagilama dncesinde gebelik basina tohumlama sayisi, CC ve CT genotipleri arasinda

anlamli bir farklilhik gostermemistir (p>0,05). Benzer sekilde, ikinci ve iigiincii
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buzagilama oncesinde elde edilen gebeliklerde de gebelik basina ortalama tohumlama
sayilar1 acisindan genotip gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Bu bulgular dogrultusunda, genotipin (CC veya CT) gebelik

basina tohumlama sayis1 lizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Ikinci buzagilama déneminde CH ve CH+MET gruplar1 arasinda gebelik
basma tohumlama sayisi agisindan fark istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
anlamliliga yakin bulunmustur. Ugiincii buzagilama déneminde ise CH ve CH+MET
gruplari arasinda gebelik basina tohumlama sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

Tablo 4.8. Genotip ve yem katki maddesi gruplarmin ilkine buzagilama yasi ve
buzagilama aralig iizerine etkileri (X £ Sx).

Grup Ilkine Buzagilama i 1-2 Buzag}lama n 2-3 Buzag}lama
Yasi Arahg Arahg

CC 55 742.10 + 14.11 50 445.42 + 18.99 41 410.85+17.35
CT 42 783.78 £ 17.19 41 454.12+21.01 30 408.94 £ 19.42
P 0.055 0.748 0.938
CH 66 751.87 + 14.88 65 450.31+£17.75 49 414.50+ 14.84
CH+ MET 31 774.01 £ 19.22 26 449.23 +25.90 22 405.29 + 22.56
p 0.389 0.974 0.728

Tablo 4.8’de ilkine buzagilama yas1 ve buzagilama araliklarinin genotip (CC
ve CT) ve yem katk1 maddesi gruplarma (CH ve CH+MET) gore dagilim1 verilmistir.
Genotip ve yem katk1 maddesi gruplar1 arasinda, ilkine buzagilama yas1 ve buzagilama
araligr bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
Ancak, CC ve CT genotipleri karsilastirildiginda, ilk buzagilama yas1 agisindan farkin
anlamlilik seviyesine yakin oldugu goriilmiis; CT genotipine sahip bireylerin, CC
genotipine sahip bireylere kiyasla ilk buzagilarini daha ge¢ verme egiliminde olduklari
gozlemlenmistir (p=0.055). Diger taraftan, yem katki maddesi gruplar1 (CH ve
CH+MET) arasinda, buzagilama arali§1 yoniinden herhangi bir istatistiksel farklilik
saptanmamustir (Tablo 4.8
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4.6. Siit Sigirlarinda Verim Kaybina Yol Acan Bazi1 Saghk Problemleri

2021-2024 yillar1 arasinda gozlenen ve verim kaybina yol agan bazi saglik

problemleri ile MTHFR genotipleri arasindaki iligski Tablo 4.9°da sunulmustur.

Tablo 4.9. Verim kaybina yol agan bazi saglik problemlerinin MTHFR genotipleri

ile iliskisi.

Genotip
Saghk problemi n(::lgo nCQI%
n % n % p
Olii dogum 4 21° 5 152% 0.004
Abort 19 10.0° 12 364" 0.000
Metrit 2 1.1 1 3.0 0.383
Retensio 4 2.1 2 6.1 0.217
Infertiliteye bagli kesim 18 9.5 5 15.2  0.351
Mastitis 16 84° 14 424" 0.000
Ayak hastaliklar 11 58% 11 333" 0.000
Abomazum deplasmani 3 1.6 - - 1.000
Sekum dilatasyonu 1 0.5 2 6.1 0.058

(™ B): ayn1 satirdaki farkli harflerle gosterilen grup ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

Istatistiksel analizler, CT genotipine sahip ineklerin, CC genotipine sahip
olanlara kiyasla mastitis ve ayak hastaliklar1 gibi verim kaybma yol agan saglik
problemlerine daha yatkin oldugunu ve abort ile 6lii dogum vakalarmin daha sik
gbzlendigini ortaya koymustur. (Sekil 4.13). Ayrica, sekum dilatasyonu agisindan
genotip gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliliga yakin bulunmustur

(Tablo 4.9).
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(*) ile gosterilen grup ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir (p<0.01).

Sekil 4.13. Verim kaybina yol acan bazi saglik problemleri genotip gruplarina gore
dagilimi.
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5.TARTISMA

Bu c¢alismada, siit sigirlarinda gegis doneminde biyokimyasal kan
parametreleri, stt ve dol verimi ile baz1 saglik problemlerinin MTHFR genotipi ve
yem katki maddesi kullanimina bagli olarak nasil etkilendigi degerlendirilmistir.
MTHFR geni 8137C/T (rs110692574) polimorfizmi, 6nceki ¢aligmalarda (Song ve
ark., 2011; Fedota ve ark., 2018) kullanilan PCR-SSCP ve DNA dizi analizinden farkl
olarak, Tetra-primer ARMS-PCR yontemi ile basariyla tespit edilmistir. Bu
polimorfizmin s6z konusu yontemle belirlenmesi, DNA dizi analizine kiyasla daha
hizli ve ekonomik bir alternatif sunmaktadir. Calisma kapsaminda Tetra-primer
ARMS-PCR yonteminin dogrulugu, yapilan dizi analizi ile dogrulanmis ve bu
dogrultuda dizi analizine bir alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Literaturde, bu spesifik polimorfizmin Tetra-primer ARMS-PCR yontemiyle analizine
dair herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alisma, yontemin ilgili
polimorfizm i¢in uygulanabilirligini ortaya koymasi agisindan literatiire 6nemli bir

katk1 saglamaktadir.

Bu ¢alismada, MTHFR geni 8137C/T (rs110692574) polimorfizmi, Tirk
Holstayn popiilasyonunda ilk kez arastirilmis olup, Holstayn irkinda daha once
bildirilmemis olan TT genotipine sahip bir 6rnege de rastlanmustir. Tirkiye’de
yetistirilen Holstayn sigirlarinda MTHFR geni rs110692574 polimorfizmi yonunden
T allelinin frekans1 %6.46 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1.). Holstayn irkinda Cin’de
%16.35 (Song ve ark., 2011) ve Ukrayna’da %5.70 (Fedota ve ark., 2018) oraninda
bildirilen T alleli sikliklariyla karsilastirildiginda, Tirkiye populasyonunda T allelinin
yayginligi Ukrayna’ya daha yakin gorinmektedir. Ayrica genotip frekanslari, MTHFR
8137C/T polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde; CC genotipi %87.32, CT
genotipi %12.36 ve TT genotipi %0.28 oraninda tespit edilmistir. Song ve ark. (2011)
tarafindan Cin Holstein ineklerinde yapilan genis ¢apl bir ¢calismada (n = 569), CC
genotip frekans1 %67.3, CT frekansi %32.7 ve TT genotipi %0 olarak rapor edilirken
Fedota ve ark. (2018) caligmasinda (n = 35) Ukrayna’daki siit sigirlarinda genotip
frekanslar1 sirastyla %88.6 (CC), %11.4 (CT) ve %0 (TT) olarak bildirilmistir. Elde
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edilen bu veriler sonucunda CT oran1 %12,36 ile Fedota ve ark. ¢alismasina benzerlik
gosterirken, Song ve ark.’nin belirttigi yiiksek CT oranindan anlamli derecede diisiik
oldugu gorilmistiir. TUrkiye, gerekse Dinyadaki yaygmnligmin daha iyi ortaya
konmasi i¢in farkli bolgelerden daha yiiksek sayida hayvan populasyonu ile yapilacak
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyokimyasal parametreler incelendiginde, zaman faktoriiniin tek basma folik
asit, vitamin Bi2, homosistein, NEFA ve BHBA duzeyleri iizerinde anlamli bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, zaman x genotip etkilesiminin folik asit ve
vitamin Bi diizeylerinde énemli degisimlere neden oldugu belirlenmistir. Ozellikle
CC genotipinde folik asit ve B1> diizeyleri buzagilama 6ncesi yiksekken buzagilama
zamaninda diisiip postpartum donemde toparlanma egilimi gosterirken, CT
genotipinde her iki parametrenin buzagilama 6ncesi diisiikken dogumda ani bir artis
gosterip sonrasinda tekrar diismektedir. Bu bulgu, MTHFR geni rs110692574
polimorfizminin gecis doneminde metabolik yanitlar izerindeki etkisine isaret
etmektedir. Bu durum, CC genotipinin daha dengeli, CT genotipinin ise dogum
stresine kars1 daha tepkisel ve dalgali bir vitamin metabolizmasma sahip oldugunu
gostermektedir. MTHFR geni rs110692574 polimorfizmine bagl esanlamli aminoasit
degisiminin, transkripsiyon siirecini ve buna baglh olarak gen ekspresyon diizeyini
degistirereck bu etkiyi olusturmus olabilecegi distiniilmektedir. MTHFR geni
polimorfizmlerinin metabolik etkileri olabilecegini gdsteren ¢alismalar mevcuttur
(Goyette ve ark., 1998). Buna karsin, homosistein, NEFA ve BHBA diizeylerinde
genotip-zaman etkilesimi anlamli bulunmamustir. Bu parametrelerin rs110692574
polimorfizminden dogrudan etkilenmedigini veya diger ¢evresel/genetik faktorlerin
etkilerinin daha baskin oldugunu diisiindiirmektedir. Literaturde, laktasyon déneminde
folik asit ihtiyacinin daha fazla oldugu belirtilmektedir (Girard ve ark., 2005). Gegis
doneminde biyokimyasal kan parametreleri iizerine yapilan analizlerde,
buzagilamadan once (-21. giin) folik asit diizeyi genotip yoniinden anlamli bir sonug
verirken, buzagilama giinii (0. giin) ve buzagilamadan sonra (+21. giin) almnan
orneklerin analizinde CH ve CH+MET gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmistir.
Bu sonug, buzagilama 6ncesi donemde CT genotipine sahip hayvanlarm, CC genotipli

hayvanlara gore daha fazla folik aside ihtiya¢ duydugu yoniinde degerlendirilebilir.
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Yem katki maddesi olarak uygulanan CH ve CH+MET gruplarmin, gegis
doneminin farkli zaman noktalarinda homosistein, folik asit, vitamin B12, BHBA ve
NEFA duzeylerinin seyri tizerine etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Calismada yem katk1 maddesi gruplar1 yalnizca her bir 6l¢iim zamanima goére
degerlendirildiginde, buzagilama oncesi donemde (-21. giin) gruplar arasinda folik
asit, vitamin Bi2, NEFA ve homosistein diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (p > 0.05). Ancak, buzagilama giinii (0. giin) itibariyle
folik asit diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmis, CH+MET
grubunda folik asit diizeyinin CH grubuna gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir (p =
0.050). Ayn1 donemde vitamin B12, NEFA ve homosistein diizeyleri agisindan anlamli
bir fark bulunmamistir. Buzagilama sonrasi 21. giinde ise folik asit diizeyleri
bakimindan gruplar arasinda yine anlamli bir farklilik tespit edilmis; bu kez CH
grubundaki folik asit diizeyi, CH+MET grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p
= 0.050). Diger biyokimyasal parametreler olan vitamin B12, NEFA ve homosistein
diizeylerinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p > 0.05). Buzagilama zamani1 CH ve CH-MET gruplar1 arasinda anlaml1
bir fark olmasi, sigirlarda folik asit seviyesi Uzerine rasyona eklenen metiyoninin
koline gore daha fazla etki ettigini diisiindiirmektedir. Ayrica, CH-MET grubunun
0zellikle buzagilamadan sonraki donemde folik asit degerlerinin diismesi, metiyonin
fazlaliginin folik asit tiiketimini arttrmay1 tesvik etmesinden kaynakli olabilecegini

diistiniilmektedir.

Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda vitamin Bi, diizeyleri arasinda
buzagilama Oncesi genotipler arasinda anlamli bir fark bulunmus ve CT genotipine
sahip sigirlarin daha diisiik diizeylerde seyrettigi tespit edilmistir. Bu durum
buzagilama oncesi donemde CT genotipine sahip hayvanlarin daha fazla vitamin
Bi2’ye ihtiyact oldugunu gosterir niteliktedir. Bununla birlikte Baldaz ve Kaya,
(2021)’nin yaptig1 caligmada 207.20 pg/ mL bulunurken Duplessis ve ark. (2023)’nin
yaptig1 calismada vitamin Biz diizeyini buzagilama oncesi 238.6 ve 268.6 pg/mL,
buzagilama sonras1 223.0, 197.9, 191.7 pg/mL bulmuslardir. Yapilan diger
calismalarda Kiligkap ve Kozat, (2017) 253.50 pg/mL, Issi ve ark. (2010) 155.13
pg/mL, Ertas (2015) 193.00 pg/mL olarak bulmuslardir. Calismalarda bildirilen

vitamin B2 dlzeylerindeki farkliliklarm beslenme ve rasyon farkliliklari, 6lgiim ve

82



numune zamani, i¢inde bulundugu fizyolojik donem ve genetik sebeplere bagh

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biyokimyasal parametreler incelendiginde, homosistein diizeylerinin gerek
gecis doneminin farkli noktalar1 arasinda, gerekse genotip ve yem katki gruplari
arasinda anlaml bir farklilik géstermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte, buzagilama
oncesi homosistein duzeyinin CT genotipli hayvanlarda CC genotipine gdre daha
yiksek olma egiliminde oldugu g6zlemlenmistir. Song ve ark. (2011) tarafindan
Holstayn kinda yapilan ¢alismada da CT genotipli hayvanlarin homosistein
seviyelerinin CC genotipine gore daha yiiksek oldugu yoniindeki raporlariyla
benzerlik gostermektedir. Ayrica, CH-MET grubunda homosistein diizeylerinin CH
grubuna go6re daha yiksek olma egiliminde oldugu gozlenmistir. Bu durum,
metiyoninin metabolizmasiyla iligkilendirilebilir. ~Ozellikle metiyoninin ~ S-
adenosilmetiyonine (SAM) ve ardindan homosisteine doniisiim siireci, ilgili vitamin
kofaktorlerinin (6zellikle folik asit ve Bi» vitamini) yeterli diizeyde olmamasi
durumunda plazma homosistein konsantrasyonlarmin artmasina yol acabilmektedir
(Selhub, 1999; Stanger et al., 2003). Bu nedenle, metiyonin takviyesi ile artan
homosistein duizeyleri, B12 ve folat metabolizmasinin sinirda oldugu durumlarda daha
belirgin hale gelebilir. Bu ¢alismada belirlenen homosistein diizeyleri, Basbugan ve
ark. (2015) (15.89 umol/L), Kiligkap ve Kozat (2017) (17.04 umol/L), Ardalan ve ark.
(2020) ile Ayvazoglu ve ark. (2023) (15.45 umol/L) tarafindan bildirilen diizeylerden
daha diisiik; buna karsin, Cannizzo ve ark. (2012) (4.57 umol/L) ve Fedota ve ark.
(2018) (5.85 wmol/L) tarafindan bildirilen diizeylerden daha yiiksek bulunmustur.
Diger taraftan, Song ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, homosistein
dizeyleri CC genotipine sahip hayvanlarda 11.4 pmol/L, CT genotipine sahip
hayvanlarda ise 19,9 pmol/L olarak tespit edilmistir. Veteriner hekimlikte st
sigirlarinda homosistein diizeyleri ile ilgili veriler smirhdir (Cotul ve ark., 2020).
Ruminantlarda folik asit ve Bi» vitamininin homosistein dizeyleri (zerindeki
etkilerinin diger tiirlerde oldugu kadar belirgin olmayabilecegini bildirmistir (Girard
ve Matte, 2005b). Bu nedenle siit sigirlarinda homosistein mekanizmasmin daha iyi
anlagilmasi ve fizyolojik sinirlarinin netlestirilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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Duplessis ve ark. (2020) yaptiklar1 calismada folik asit diizeylerini 11.4-16.6
ng/mL araliginda bildirmislerdir. Benzer sekilde, Duplessis ve ark. (2023) tarafindan
yiiriitiillen caligsmada, buzagilama 6ncesi 14. ve 7. giinlerde folik asit diizeyleri sirastyla
11.1 ve 11.6 ng/mL olarak belirlenmistir. Buzagilama sonras1 7., 14. ve 21. giinlerde
ise bu degerler sirastyla 12.3, 12.3 ve 13.7 ng/mL olarak saptanmistir. Bu ¢alismada
tespit edilen folik asit dizeyleri (4.88-7.27 ng/mL), yukarida belirtilen Duplessis ve
ark. (2020, 2023) calismalarina kiyasla daha diisiik bulunmustur. Buna karsgin, Sun ve
ark. (2025) tarafindan raporlanan 6,048.18 ng/mL’lik folik asit diizeyi ise elde

ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Karaciger hastaligi olan insanlarda yapilan arastirmalar, serum folat
diizeylerinin diisiik, serum Bi> diizeylerinin ise yiiksek oldugunu gostermistir
(Halifeoglu ve ark., 2004; Muro ve ark., 2010). St ineklerinde ise Obitz ve Firll
(2014), erken laktasyon doneminde yuksek serum Bi» diizeylerinin bir saglk
sorununun igareti olabilecegi sonucuna varmistir. Ayrica Duplessis ve ark. (2018), siit
ineklerinde buzagilama sonrasi plazma Bz vitamini ile NEFA konsantrasyonlari

arasinda pozitif bir iligki tespit etmistir.

Calisma suresince alinan 6rneklerde yapilan istatistiksel analizler sonucunda
NEFA duzeyleri ile gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir. Ancak NEFA
seviyeleri, enerji metabolizmas: ve negatif enerji dengesinin bir gostergesi
oldugundan, degerler normal sinirlarda yer alsa da buzagilama sonrasi 21. giinde CT
genotipine sahip bireylerde g6zlenen artis, bu hayvanlarin enerji mobilizasyonunun
farkli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum, CT ve TT genotipine sahip daha
fazla sayida hayvanla yapilacak analizlerin mevcut bulgular1 degistirebilecegini ve
genotiplerin  enerji metabolizmas1 iizerindeki etkilerinin daha net ortaya

konabilecegini gostermektedir.

Siit sigirlarinda kuru donemde normal NEFA degeri <0.4 mmol/l (Duffield ve
ark., 2003; Kara ve ark., 2016; Kennerman ve ark., 2006; LeBlanc, 2010; Ospina ve
ark., 2010; Quiroz-Rocha ve ark, 2009; Sentiirk 2013; Yilmaz ve ark., 2019) iken
buzagilamadan sonraki donemde normal NEFA diizeyi <0,7 mmol/l olmalidir
(Duffield ve ark., 2003; LeBlanc, 2010). Duplessis ve ark. (2023)’nin yaptigi
caligmada buzagilama dncesi 14 ve 7. giinlerde NEFA diizeyleri sirasiyla 0.20, 0.27

84



mM, BHBA diizeyleri sirasiyla 0.68 ve 0.66, buzagilama sonrasi 7., 14. ve 21.gunlerde
NEFA diizeyleri sirasiyla 0.44, 0.35, 0.31 mM ve BHBA diizeyleri sirastyla 1.07, 1.36,
1.14 bulunmustur. Sun ve ark. (2025) yaptiklar1 ¢alismada NEFA diizeyini 0.42
mmol/L bulurken BHBA diizeyini 1.06 mmol/L bulmustur. Stefanska ve ark. (2024)
sicaklik stresinin kan parametreleri iizerine etkisini inceledikleri ¢aligmada sicaklik
arttikca NEFA degerinin de arttigini bildirmislerdir. Cok dogum yapmis siit
ineklerinde dogum oncesi iskelet kasi rezervlerinin ve dall1 zincirli ugucu yag asitleri
takviyesinin viicut kompozisyonu oOl¢iimleri, saglikla ilgili metabolik belirtecler,
protein ve enerji durumu ve sonraki sut verimi Gzerindeki etkilerini belirlemek icin
yapilan ¢alismada verilen takviyenin Glikoz seviyesini diisiirirken BHBA seviyesi
tizerine herhangi bir etkisi olmadig belirtilmistir (Gouveia ve ark., 2024). Alan ve
Salman (2019)’nin yaptig1 ¢alismada rumen korumali kolin takviyesinin BHBA ve
NEFA diizeyi tlizerine herhangi bir katkis1 olmadig: belirtilmistir. Rumen korumali
kolin takviyesinin NEFA diizeyine herhangi bir etkisi olmadigmi gdsteren farkh
caligmalar da mevcuttur (Guretzky ve ark., 2006; Hartwell ve ark, 2000; Piepenbrink
ve Overton, 2003; Zom ve ark., 2011).

Zhou ve ark. (2016), metiyonin ve kolin takviyesinin erken laktasyon
donemindeki siit ineklerinde metabolik profiller iizerine etkisini degerlendirdigi
calismada benzer sekilde homosistein, BHBA gibi parametrelerde anlamli bir
degisiklik olmadigini bildirmistir. Osorio ve ark. (2013), buzagilama 6ncesi donemde
rumen korumali kolin uygulamasinin metabolik stres gostergeleri lizerindeki etkisini
arastirdig1 ¢calismada da kolin takviyesinin biyokimyasal kan parametreleri tizerinde
smirli etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Arshad ve ark. (2020) ise metiyonin ve kolin
takviyelerinin enerji metabolizmasiyla iligkili kan parametreleri tizerindeki etkilerini
degerlendirmis ve bireysel varyasyonlarin katki maddelerine verilen yanittan daha

baskin oldugunu ifade etmistir.

Siit sigirlarinda kuru madde tiiketimi yas, wrk, mevsim, viicut kondisyonu,
icinde bulunduklar1 donem gibi birgok faktore bagli olarak degisiklik gostermektedir
(Cetin, 2017). Bu durum siit verimini de etkilemektedir. Bu ¢alisma boyunca ineklerin
ilk 3 laktasyondaki siit verimleri incelenmis ve rumen korumali metiyonin iceren yem
katkist kullanan grubun daha yiiksek siit verimine sahip oldugu gériilmiistiir. Zhou ve

ark. (2016) ve Cetin (2017) nin yaptigi ¢alismalar da bu durumu destekler niteliktedir.
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Benzer sekilde Abdelrahman (2009) ve Bilgecli ve Yilmaz (2018) da rumen korumalt
metiyoninin stit verimini arttirdigin1  belirtmislerdir. Dolayisiyla metiyonin
takviyesinin folik asit metabolizmasi ilizerindeki olas1 baskilayici etkileri dikkate
alinirken, elde edilen siit verimi artiginin ¢ok bilesenli bir rasyon yapisinin sonucu
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bununla birlikte metabolik yanitlarin genotip,
zaman ve katki 6zelliklerine bagl olarak degisebilecegi ve beslenme stratejilerinin bu

ve benzer durumlara gore yapilandirilmasinin bir gereklilik oldugu goriilmiistiir.

Kolin takviyesi yapilan ineklerin ge¢is doneminde metiyonin kadar olumlu
yanit vermemesi, kolinden yeterli diizeyde endojen metiyonin sentezlenememesi
(Zhou ve ark., 2017) veya genetik polimorfizmler nedeniyle kolin ve metiyonin
metabolizmasinda bireyler arasi farkliliklar olabilecegi ihtimalini glindeme getirmistir.
Bununla birlikte Sancanari ve ark. (2001), rumen korumali metiyonin ile korunmamis
metiyoninin siit ineklerindeki etkilerini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda korunmus
metiyonin katkisinin siit verimini artirmadigini, fakat erken laktasyondaki ineklerde
slit yag igerigini iyilestirdigini bildirmislerdir. Huang ve ark. (2023)’nin yaptigi
calismada ise hem rumen korumali metiyonin hem de rumen korumali kolin
takviyesinin siit verimine olumlu etkileri oldugu belirtilmistir. Yapilan bir bagka
calismada rumen korumali kolin takviyesinin siit iiretimini iyilestirdigi,
hiperketonemiyi azalttig1 ve hepatik lipidozu en aza indirdigi bildirilmistir (Lima ve
ark., 2024). Elek ve ark. (2008)’nin yaptigi ¢alismada rumen korumali kolin takviyesi
alan ineklerin 60 giinluk deney siiresi boyunca gunlik 4.4 kg daha fazla siit tirettigi
bildirilirken Sales ve ark. (2010)’nin yaptig1 meta analizde ise rumen korumal kolin
takviyesi alan ineklerde kolin takviyesinin yilksek dozlarda verildiginde etkinliginin
sinirlanabilecegi bildirilmistir. Swartz ve ark. (2022)’nin rumen korumali kolin
takviyesinin  kolostrum {izerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismada kolin
takviyesinin, ikinci dogum yapan ineklerden alinan kolostrumdaki fosfokolin
konsantrasyonlarint  arttirdigini,  trimetilamin ~ N-oksit ~ konsantrasyonlarini
ylkselttigimi ve kolostrum verimini artirdigmi1 ancak Kkolostrum kalitesini
etkilemedigini belirtmiglerdir. Bununla birlikte, calismamizda CC ve CT genotipli
inekler arasinda siit verimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamig olmakla birlikte, literatiirde genetik varyasyonlarin bireylerin metabolik
yamitlarm etkileyebilecegine dair bulgular mevcuttur. Ozellikle kolin ve metiyonin

metabolizmasinda gorev alan bazi genlerdeki polimorfizmler, bu besin 6gelerine olan
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fizyolojik yanitlarin bireysel farklilik gdstermesine neden olabilmektedir. Ornegin,
PEMT geninde rapor edilen varyasyonlarin kolin gereksinimini artirabilecegi (Caudill
ve ark., 2007; Zeisel ve ark., 2009), MTHFR genindeki polimorfizmlerin metiyonin
dongiisiinii ve homosistein metabolizmasimi etkileyebilecegi (Fedota ve ark., 2018;
Olthof ve ark., 2005; Song ve ark., 2011) ve BHMT genindeki varyasyonlarin da metil
grubu transfer mekanizmalar {izerinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (Fischer ve
ark., 2005). Bu bilgiler 1s1ginda, siit verimi gibi fizyolojik &zelliklerin
degerlendirilmesinde, genetik farklilhiklarm da dikkate alindigi daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica Omar (2022) yaptig1 ¢alismada Holstayn
ki sigirlarin 305 giinliik verimini 9690.02 kg tespit etmistir. Yapilan diger
caligmalarda da Bohlouli ve ark. (2015) ve Penev ve ark. (2017) 6589 kg, Sarar ve
Tapki (2017) 6.588,38 kg, Yildirim ve ark. (2018) 7.923,28 kg tespit edilmis olup bu
degerler calismamiz sonucunda elde ettigimiz siit verimlerine gore daha diisiiktiir. SUt
verimleri arasindaki bu farkliliklarm hayvanlarin yetistirme kosullari, beslenme
dizeni, genetik Ozellikleri ve cevresel faktorlerdeki degisimlerden olabilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan bir diger ¢alismada 100 glnlik st verimine genetik
faktorler etki ederken 200 gunluk sit verimine gevresel faktorlerin etki ettigi
vurgulanmustir (Lee ve ark., 2018). Holstayn ki sigirlarm 100 ve 200 glnlik sit
verimlerinden 305 giinliik siit veriminin tahmini olarak hesaplanabilecegini bildiren

caligmalar da mevcuttur (Bruckmaier ve ark., 2014; Yilmaz ve Acar, 2016).

Gebelik basma tohumlama sayilarinin genotip (CC ve CT) ve yem katki
maddesi gruplarma (CH ve CH+MET) gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Literatirde kolin ve metiyonin takviyelerinin sit ineklerinde Ureme
performansina olan etkileri tizerine ¢esitli ¢calismalar bulunsa da (Osorio ve ark., 2013;
Zhou ve ark., 2016), bu katki maddelerinin ve genotipin dogrudan gebelik basina

tohumlama sayis1 tizerindeki etkisi net olarak ortaya konmamastir.

Fedota ve ark. (2018), ekzon 7 bdlgesindeki 8137C/T (rs110692574)
mutasyonunun farkli wrklardan siit inekleri Uzerindeki etkilerini aragtirdiklari
calismada, s6z konusu mutasyonun kemik mineral yogunlugu ve buzagilama araligi
tizerinde anlamli etkileri oldugunu bildirmistir. Ancak, bu ¢alismada Holstayn irki

sigirlarda 8137C/T mutasyonu ile buzagilama araligi arasinda herhangi bir iliski tespit
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edilememistir. Bu farkin, Fedota ve ark. (2018)’nin farkli sigir irklartyla ¢alismasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir; zira aynt mutasyonun farkli iklarda farkli fenotipik
etkiler gostermesi mumkundur. Konuyla ilgili dogrudan literatiir Dbilgisine
ulagilamamig olsa da, metiyonin ve kolin takviyelerinin uterus involusyonunu
hizlandirict etkileri (Baldea ve ark., 2018) ile bagisiklik sistemi fonksiyonlari ve
oksidatif stres tizerindeki olumlu etkileri (Zhou ve ark., 2017) dikkate alindiginda, bu
katkilarin dolayli olarak buzagilama aralig1 {izerinde pozitif bir etki olusturabilecegi
degerlendirilmektedir. Ancak CH ve CH-MET gruplarinda buzagilama araligi
acisindan herhangi bir anlaml farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte, CC ve
CT genotipine sahip ineklerin ilkine buzagilama yasi arasinda fark anlamliya yakin

bulunmustur.

Verim kaybma yol agan saglik problemlerinin dagilimi iizerine yapilan
analizlerde, CT genotipine sahip hayvanlarin daha yiksek oranda abort vakasi
gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgu Song ve ark. (2011) tarafindan yapilan
calismayla benzerlik gostermektedir. Bunlara ek olarak 6lii dogum, mastit ve ayak
hastaliklarina CT genotipine sahip ineklerin daha yatkin oldugu (Sekil 4.13) ayni
zamanda sekum dilatasyonu bakimindan da anlamliya yakim bir fark gésterdigi tespit
edilmistir (Tablo 4.8). Bu bulgular, MTHFR genindeki polimorfizmin yalnizca kan
parametreleri degil, aynm1 zamanda cesitli saglik problemleri Gzerine de etkili

olabilecegi yorumlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, MTHFR geninin rs110692574 polimorfizmi, Tetra-primer
ARMS-PCR yo6ntemiyle basariyla tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, bu yéntemin
s6z konusu polimorfizmin belirlenmesinde uygulanabilir oldugunu ve daha hizls,
ekonomik bir analiz alternatifi sundugunu ortaya koymustur. Turkiye’de yetistirilen
Holstayn ki sigirlarda T allelini tagiyan hayvanlarin orant %12,64 olarak
belirlenmistir. Polimorfizmin Tiirkiye ve diinya genelindeki yaygmliginin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in, farkli bolgelerden ve daha genis hayvan popiilasyonlarindan elde

edilecek verilere dayali yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

MTHFR geni rs110692574 polimorfizmi yonunden Zaman X Genotip
etkilesimi, ge¢is doneminin farkli evrelerinde folik asit ve vitamin Bi2 dizeylerinin
seyrini 6nemli dl¢iide etkilemistir. Ozellikle CC ve CT genotiplerine sahip hayvanlarmn
folik asit ve vitamin B> duzeylerinin farkli bir seyir izlemesi, buzagilama oncesi ve
sonras1 metabolik siire¢lere verdikleri yanitlarin genotipe bagl olarak degistigini
gostermektedir. Bu durum, genetik ve beslenme faktorlerinin birlesimiyle bireysel

beslenme stratejilerine duyulan ihtiyacin 6nemini ortaya koymaktadir.

Buzagilama oncesi donemde, CT genotipine sahip sigirlarda folik asit ve
vitamin B12 dlzeylerinin anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
CT genotipinin folik asit ve B12 metabolizmasi agisindan daha duyarli oldugunu ve
bu genotipe sahip hayvanlarin gecis doneminde ilave takviyelere daha fazla ihtiyag
duyabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu durumun MTHFR geni rs110692574
polimorfizmine bagli esanlamli bir aminoasit degisiminin, transkripsiyon siirecini ve
dolayisiyla gen ekspresyon diizeyini etkileyerek meydana gelmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Dogum zamaninda CH+MET grubunda folik asit diizeyinin daha
yiiksek olmasi, metiyonin takviyesinin folat metabolizmasina olumlu katki sagladigini
diistindiirmektedir. Bu baglamda, dogum sonrasindaki metabolik stresin yonetiminde

enerji destekli yem katkilarinin genotipe 6zgii bicimde planlanmasi fayda saglayabilir.
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Yem katki maddesi olarak uygulanan kolin (CH) ve kolin+metiyonin
(CH+MET) gruplar1 arasinda, buzagilama giinii (0. giin) ve buzagilama sonrasi 21.
giinde folik asit diizeyleri agisindan anlamli bir fark tespit edilmistir. CH grubunda
buzagilama sonrasi folik asit diizeylerinde belirgin bir artig goriilirken, CH+MET
grubunda diisiis meydana gelmistir. Bu durum, metiyonin takviyesinin folat
metabolizmas1  tlizerindeki  baskilayici  etkisinden = kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle, gecis doneminde metiyonin takviyesi yapilirken, folik
asit ve Biz vitamini ile desteklenmesi, metabolizmadaki olas1 aksakliklarm Oniline

gecilmesi agisindan 6nemlidir.

Performans agisindan, CH-MET grubunda sut verimi daha yiksek
bulunmugtur. Metiyonin ve kolinin birlikte takviyesinin bazi biyokimyasal
degisikliklere yol acsa da performans agisindan olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir.
Ancak metiyoninin folik asit metabolizmasi {izerindeki potansiyel etkileri goz oniine
almdiginda, bu verim artiginin ¢ok bilesenli rasyon yapisindan kaynaklanabilecegi de
degerlendirilmelidir. Metabolik yanitlarin genotip, zaman, rasyon ve katki
maddelerine bagli olarak degisebilece§i g6z Oniine alindiginda, beslenme

stratejilerinin bireysel farkliliklar1 dikkate alacak sekilde planlanmasi 6nemlidir.

CT genotipli hayvanlarda saglik sorunlarma daha sik rastlanmasi,
buzagilamadan sonra NEFA diizeylerinde artis ve ilk buzagilama yasinin daha yiiksek
olma egilimi, bu polimorfizmin iiretim parametreleri iizerinde etkili olabilecegini

diistindirmektedir.

Bu ¢alisma, Turkiye’de yetistirilen Holstayn k1 sigirlarda MTHFR genotipi
ve yem katki maddelerinin, ge¢is donemindeki siit sigirlarinda biyokimyasal kan
parametreleri, slit ve dol verim Ozellikleri ile bazi saglik problemleri iizerindeki
etkilerini incelemistir. Elde edilen bulgular, MTHFR gen polimorfizmleri ile
homosistein metabolizmasi arasindaki iliskinin kapsamli bir sekilde incelenmesinin,
hayvan sagligr ve verim Ozelliklerinin artirilmasi agisindan biiyiilk 6nem tasidigin
ortaya koymaktadir.

Sonuglar, geg¢is donemindeki hayvanlarda metabolik dengeyi korumak ve
iretim performansini artirmak amaciyla genotipe dayali bireysel beslenme ve takviye

stratejilerinin uygulanmasinin gerekliligini vurgulamaktadir. Bu konuda yapilacak
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yeni arastirmalar, genetik-beslenme etkilesimlerinin molekiiler diizeyde birlikte
degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Bulgularm, daha genis hayvan
populasyonlar1 ve farkli wrklar tizerinde yapilacak ileri arastirmalarla desteklenmesi

Onerilmektedir.
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Toplant1 Yeri: Deney Hayvanlari Uretim Bakim Uygulama ve Arastirma Merkezi Toplant: Salonu
Toplant: Tarihi: 28 Nisan 2022

Toplant: Saati: 13:00

Toplanti Sayisi: 2022/3

Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 24 Subat 2022 tarihinde Baskan
Dog. Dr. Elif AKSOZ Baskanliginda toplandi.

KARAR :3
Dr. Ogr. Uyesi Murad GURSES’in “Sigirlarda Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Geni Polimorfizmleri ve
Gegis Donemi Kolin ve Metiyonin llavesinin Bazi Metabolik Parametreler ile Siit Verim Ozellikleri Uzerine

Etkisi” isimli projesinin goriigiilmesine gegildi.

Goriisme Sonunda; proje dosyasinin etik agidan uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU UYELERI
(IMZA)

ASLI GiBiDIiR

Dog¢. Dr. Elif AKSOZ
BASKAN
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T.C
BALIKESIR UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
Cafy Yerleskesi, (Bigadi yolu iizeri 17. km) 10145, BALIKESIR-TURKIYE
ARASTIRMA BASVURUSU DEGERLENDIRME FORMU

[ “Sigwrlarda Metilentetrahidrofolat Redukiaz Geni Polimorfizmleri ve
ARASTIRMANIN ADI Gegis Donemi  Kolin  ve Metivonin  Havesinin  Bazt  Metabolik
Parametreler ile Siit Verim Ozellikleri Uzerine Erkisi”
PROJE YORUTOCUSU | Dr. Ogr. Oyesi Murad GURSES
KURUMU BAUN Veteriner Fakilltesi Veteriner Anatomi AD.,
BASVURU
BRGRERL: | O s Nazhcan DERE (Doktora Ogrencisi) BAUN Saghk Bilimleri Enstitiisi
ARASTIRMANIN NITELIGI | Doktora
ARASTIRMANIN SORESI | 25/09/2022 - 25/09/2025
KULLANILACAK HAYVAN
TORO VE SAYISI SIGIR - 120 ADET o
- ¥ - "“ } S oy . R '
oidn ST Y T Tarini
:ﬂué'mu HADYEK BASVURU FORMU 12002022
B - e — -
| KararNo : 202233 _ Tarih:28/042022
Yukanda baswvuru biglen verlen aragtyma peojesi gerekes, amag ve yontemler didate shnarsk Qoriglldo ve igik
RAR bokgoler incelandi. Projesin etk agidan uypen oldsduna. caligmann agadidaki hususiar Okkate aknarsk ylurstlimesice ve
KA sorumiu rastnciys letimesing oy birld fls karar verls.
BILGILERI 1) Projede herhangs bir dedigikiik gerektinge kursumizdan onay alinmasi,
2) Projede galigacads bidiclen aragtncilarda degipicik oldugunda kurulumuzdan onay alinmas:,
3)  Calisma slresnde tamamianamaz ise ek sire 1aiabinda dulunulmas:
4)  Cahgma tamamiandinda sonug ragorunen gonderiimesi.
- - - J’f_‘ pe - 3 et
Unvani | Ads | Soyad Uzmanidk l bigki
EK Oyolig) Dah Kurumu ") imza
Dog Dr EM AKSOZ : E
B Tibki Farmakolop Tip Fakinesi H
Prof. De. All BAYRAKDAR . . E
Baskan Vekil Veteriner Histoloj Vetenner Fakites: EH
Prof. Dr. Ziya ILHAN g . E
Oye Vesenner Mikrobiyolop Veterner Fakuhesi H
ot 0. G;" - Tibos Fizyoloji Tip FakUbesi EE
Dog Dr. Hatice YILDIRIM Molekiler Blyoiy vo Fen Edediyat HE
Uye Genetik Fakores| EH
Dog. Or. "'&':""“em Veteriner Cormand Veteanet Fakiltow S
Dr. Oy Uyesi Fatih UGON Te- ve E \E
O R:m"""""’""' Tip Fakohesi o
Dr. Ogr. Uyesi Ozgur BULMUS . ) E
' Oye Tabbi Fizyoloj Tip Fakiiltesi H
Haouof'RDEN Savl Tophun Kurulug Oyesi | Ev Hanimi DE
H
Sorap URAS E
| Oye Sivil Toplum Kurulug Oyesi | Ev Hanime H
Vel Mok, wmg: YARANOGLU CAUNDEHAM E
H

(%) Datwar i Pvombern Tvohe Senit ways YIS Acagtrmscieden v Yorel EUK Kurd Uprss wrps 1 Dnence Abratons O Padendn IR Spe 0o ound Qorogmnise kdanas.
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EK 2. Etik Kurul izin Belgesi 2

Y o
BALIKESIR ONIVERSITESH
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
Cagis Yerlegkesi, (Bigadic yolu @izeri 17. km) 10145, BALIKESIR-TORKIYE
ARASTIRMA BASVURUSU DEGERLENDIRME FORMU

"Sigirlarda Metilentetrahidrofolat Redaktaz Geni Polimorfizmleri ve

ARASTIRMANIN ADI Gegig  Domemi  Kolin  ve Metlyonin  lNavesinin  Bazni  Metabolik
Parametreler ile Sut Verim Ozellikleri Uzerine Etkisi”

PROJE YORUTOCUSO | Dog. Dr. Murad GORSES

KURUMU BAUN Veteriner Fakiltesi Genetik AD.

YARDIMCI o *

ARASTIRMANIN

NITELIGI Doktora

ARASTIRMANIN

SURESI 25.09.2022 - 25.09.2025

KULLANILACAK

HAYVAN TURO VE SIGIR - 500 Adet

SAYISI

| eid
BELGELER HADYEK BASVURU FORMU 240212025

vmmummmmmmmmnm' dikkate aknarak
@Or(g0id0 ve ilgili belgeler incelendi.
KARAR Projenin etk _ascidan uygun oiduduna, caligmanin agadudaki hususlar dikkate ahnarak
BiLGILERI yurGtiimesine ve sorumiu aragtinciya letiimesine oy birkd e karar verildi.

1) Projede herhangi bir degisiklik gerektijinde kurulumuzdan onay alnmasi,

2) Projede cahgacag bidirilen aragtincilarda deQigikik oldugunda kurulumuzdan onay alinmas:,
3) Calgma siresinde tamamianamaz ise ek slre talebinde bulunulmas,

4) Cahkgma tamamiandiginda sonug raporunun gonderiimesi.

Unvani / Adi / Soyadi Uzmanhk ligki
EK Oyeligi Dshh Kurumu © imza
Prof Dr. Mehmet Faruk AYDIN Veteriner E
Bagkan Histolojl ve Embayolofl ¢ oy inesi gn
Prof. r. Recal KULAKSIZ Dolerme ve Suni Veteriner
Bagkan Vekili Tohumiama Fakitesi IH
Prof. Dr. Cengiz CEYLAN Veteriner e
0” Veterineriik Cearrahisi FakOhtesi Eﬂi
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Prof. Dr. Ziya ILHAN Veterinerlik Vetoriner E
Uye Mikrobiyolojisi FakUhesi H
Prof. Dr. Dilek TORKER E Fen Edebiyat
Oye Biyolof FokiResi g&
Prof. Dr. Hatice YILDIRIM | Molekuler Biyolojive | Fen Edebiyat | | JE
Uye Genetik FakOhesi aH
Dog. Dr. Pelin PALAS KARACA ik Biimieri | [IE
Uye - Fasines [3H
Dog. Dr. Muharrem EROL . Veteriner

Dog. Dr. Ihsan KISADERE Veterine E
Oye Veterinerti Fizyolojsi | -2 910t QH
Dog. Dr, Nevzat SAAT Veterinerlik Dodum | Veteriner CJE

Uye ve Jinekolojisi Fakuhesi &
Dog. Dr. Yasin BAYKALIR . Veteriner 3
Oye Dtyolstatietk Fakuhtesi gn
Dr. Ogr. Oyesi Fatih UGON | Anesteziyolofi ve .
Oye Reanimasyon Tip Fakultesi EH
Dr. Opr. Oyes! 3‘;.“"" KORKUT | riobi Famakoici | Thp Fakitesi 8&
Dr. Mustafa H. YARANOGLU | Veterinerfik Dogum E
Ore ve Jnoroloiel BAUNDEHAM QH
Vet Hek. Hodayl TANRIKULU . Sivil Toplum (e
Zir. Mish. n.o-:fa VRDIRIM | MOnends Sil Oye Bﬁ

(*) Bagwuruian Projelerde Proje Sahibi veya Yardma Arastrmaciarda
Akrabas: olmasi halinde iigill Uye proje kurul grismesine katilamaz,
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EK 3. BAP Proje Kabul Sozlesmesi

T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI Birimi
S8ZLESMESI

PROJE NO: 20247059

MADDE 1: Balkesir Universitesi tarafindan desteklenmesine karar verilen 20247059 no' lu, "Sifidarda
Metilentetrahidrofelat Rediiktaz Geni Pelimerfizmi ve Gegis Dénemi Helin ve Metiyenin Ilavesinin Baz
Metabelik Parametreler ile Siit Verim Ozellilderi Uzerine Etkisi™ isimli projenin, Bilimsel &rasirma Projeler
vonergesivle belirlenen esaslar dahilinde ylritilmesi ve sonuglandinlmas) amaciyla Baikesir Universitesi Rektor
Yardimcois Pref. Dr. Cevdet AVCIKURT ile proje yUrltlclst Deg. Dr. Murad GURSES arasinda asadida belidenen
kaosullarla ishu stzlesme imzalanmisar,

MADDE 2: Proje yiriticlsi, projenin Balikesir Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Yénergesi ve bu sdzlesme
hidkdrm lerinde dngodnilen amag, kapsam, sire ve diger hususlara uygun olarak yOritdlmes ve sonuclandinimasindan
sarurniudur,

MADDE 3: Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, sire, program, yardimco arashrm acilar ve bltcesinde
vaplacak dedisiklikler, Bilimsel Arastirma Projelen Komisyonunun karanyla momkondir,

MADDE 4: Bilimsel Arastrma Projeleri kapsaminda alinan demirbaslar bdlim ayniyat mutemetierine zimmetlenir, Ad
gecen demirbas Urindndn proje bitim tarihinden itibaren 1 (hir) ay icerisinde iade edilmesinden proje yUritlclsi
sorumlu olup, 1ade islerminin belirlenen stre icerisinde yvaplmamasinin sonucunda proje ylroiclst Omin bedelin
karsilayacadin kabul eder,

MADDE 5: Proje yiriticlsi, asadidaki tariblerde ara ve sonuc raporlanni istenilmeden teslim etmek zorundadir

1. Ara Rapor - 06-05-2024 - 03-11-2024
2. Ara Raper - 06-11-2024 - 05-05-2025
3. Ara Rapor - 06-05-2025 - 03-11-2025
4. Ara Rapor - 06-11-2025 - 03-03-2026
5.Ara Rapor - 06-05-2026 - 03-11-2026
Senug Raperu - 056-11-2026 - 03-03-2027

Ayrica istenildidinde proje ile ilgili aynnth bilgiler ve kaytdan Bilimsd Arastrma Projelen Komisyonuna vermekle
yilkdrlidir, Ara Rapodannin, kabul edilebilir mazerst bildirmeksizin bu sdzlesme ile belirlenen tarihlerde teslim
edilmemesi halinde proje ylrdtlcisine ddeme yapiimaz bu durumda Bilimsel Arastirma Projelen Komisyonu projeyi
iptd edehilecedi gibi proje yoritlclsinon dedigdrilmesine de karar verehilir,

Bilimsel Arastirmnalar Birimi tarafindan desteklenen projeler Bilimsd Arastirmma Projeler Komisyonunun ve §f weya bu
komisyonun belirleyecedi proje izleyicilen tardindan yennde incelenehilir; proje yirdtlclsl izleyicilere istenilen her
tid il belgeyi vermekle yikirmlGdir,

MADDE 6! Proje yUriticisl, sonuglanan projenin tim yonlerini ve sonuglanni kapsayan Kesin raporunu stzlesme
tarihinin sona ermesinden itbharen dirt ay icinde Bilimsel Arastirma Projelen Birimi‘nce hazairlanmis olan “Kesin
Raporu®™ formatina uygun olaras Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine vermekle yOkiml Gdir.Kesin Raperun kabul
edilen sirede sunulmamasi veya Kabul edilebilir bir mazeret bildiriimemesi halinde preje iptal edilir.

Bilirmsel Arastirmalar cildenmis olarak sunulan “Kesin Raperu™ Bilimsel Arashrma Projeler Komisyonu tarafindan
incelendikten sonra kabul edilebilir veya gerekli dizdtmelerin yaplmas istenilebilin, Yapilan dedisikliklerden sonra
Kesin Rapera yeniden dederlendirliv. Bilimse Arastrma Projelen Komisyonu tarafindan Kesin Raporda yapilmas
istenilen dedisiklikler icin taninan stre azami proje stresinin kullanimis almas halinde 2 ayr gecemez.

MADDE 7: Proje yirlticlsinin gercekci gerekceler sunmas kosuluyla, projeve en fazla toplam bltgesinin %50
kadar ek ddenek ve / veva 1 wila kadar ek sire verilmesi konusu Kormisyon tarafindan dederlendirilekilir,

MADDE 8: Proje yUritlclsl, tamamlanan proje ile ilgili veri, kayit ve doklmanlan en az 10 wil saklamak zoundadir,

MADDE 9: Proje ylrCticlsd, proje ile ilgili verileri ve bulgulan, yaynladd her tlrld yaz, makale ve sundudu
kildirilerde *Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmistr.” ibaresini beliron ek zorundadir,

MADDE 10: Proje ile ilgili caismalann strdirdlimesinde, isyeri ve proje personeli yonlnden calismmanin gerektirdidi
her tirlt givenlik Snlemlerinin alinm asindan proje yOrdtociso sorum ]l udur,

MADDE 11: Bilimsel Arasarma Binmi Komisyonunca desteklenmek suretivle ele alinan bu projenin sonucunda
17.7.19632 tarih ve 278 sayih Kanunun 2fa maddesine gdre bir ihbdra meydana gelirse bu ibbdra aym kanunun 21,
rmaddesi uyaninca Bilimsd Arastrmna Binmi Komisyonuna ait olacakbr, Ancak Bilinnsel Arastirma Birimi Komisyonunun
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bu ihtiradan dolay! usuline uygun olaralc istihsal edecedi patenti satma yahut kiralama yolu ile elde edecedi bedel
veya kiranin %30°u ihtiray) yapan veya yapanlara verilecektir.

MADDE 12; Projeden elde edilen bilimsel sonuglarin telif hakki Balikesir Universitesine aittir.

MADDE 13: Proje kapsaminda alinan ara¢-gere¢ vb. Universitemiz Ogretim Elemanlarinin kullarmmina
aciktir.

MADDE 14: Bu sozlesme ile dngorilen toplam maddi destelk miktari ve édeme plani bilimsel aragtirma projeleri
ddeneklerinin nakit akisinda meydana gelebilecek kisintilarin neden olacadl aksamalar micbir sebep clarak kabul edilir
ve bu nedenle taraflar sorumlu tutulamazlar.

MADDE 15: Lisansisti Ogrenim Aragtirma projelerinden tez basimi disinda, bir (1) vyil isinde yayin yapimadidi
takdirde, tez yuritdclsl tezi yapaninda adinin gegmesi koguluyla tezden yayin hazirlamak hakkina da sahiptir.

MADDE 16- Projeler kapsaminda alinan makine ve techizat igin ayrica oda, derslik, laboratuar vb. gibi yerler talep
edilmevyecektir.

MADDE 17- Projeyi desteklemek amaciyla Bahkesir Universitesi tarafindan 2024 yili igin; TUKETIME YONELIK MAL
VE MALZEME ALIMLARI : 48.3@0,00 TL,_HIZMET ALIMLARI : 30.720,00 TL, MENKUL MAL,GAYRIMADDI HAK
ALIM,BAKIM VE ONARIM GIDERLERI : 70.890,00 TL, olmak Uzere toplamda 149.970,00 TL o&denek
saglanacaktir.

MADDE 18- 23-07-2025 tarihinde taraflarca imzalanan bu sézlesmenin vurarlik suresi 36 aydir. Proje yuriticuslne
ek stire verilmesi halinde bu sézlesme ek sirede de gegerli olup, ayr bir sézlegme imzalanmaz.

MADDE 19- Proje kapsamindaki, yazismalar, ara rapor, sonu¢ raporu, harcama islemleri ve takibinde tum sorumluluk
proje yurUtlclslne ait olup, bu iglemlerden dogabilecek hata ve zararlar proje yurttlctsU tarafindan karsilanir.

MADDE 20- Stzlesme giderleri Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan ddenir.

MADDE 21- Anlasmazlik halinde yetkili merci Balikesir Mahkeme ve Icra Daireleridir.

BALIKESIR UNIVERSITESI

PROJE YURUTOCUSU
adina
Prof. Dr. Cevdet AVCIKURT Dog. Dr. Murad GURSES
Rektér Yardimaisi Ogretim Uyesi
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