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Sigir Papillomatozis’inde Lipid Peroksidasyon Diizeyi ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri
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Ozet: Bu calismada, sigirlarin deri papillomatozisinde plazma malondialdehit (MDA) duizeyi ile eritrosit stperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutasyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitelerinin degerlendiriimesi amaclandi.
Calismada yaslarn 15-20 ay arasinda degisen toplam 30 adet sigir kullanildi. Bu hayvanlarin 15'i saglikli kontrol grubu-
nu olustururken (Grup 1), 15'i papillomlu sigir (Grup II) grubunu olusturdu. Hayvanlarin klinik ve papillomlardan alinan
biyopsilerin histopatolojik muayeneleri yapildi. Plazma MDA duzeyi ile eritrosit GSH-Px, CAT ve SOD aktivitelerinin
belirlenmesi icin sigirlardan kan numuneleri toplandi. Kontrolle karsilagtirildiginda papillomlu sigirlarda plazma MDA
dlzeyinin ve eritrosit GSH-Px aktivitesinin 6nemli derecede yuksek oldugu, eritrosit SOD aktivitesinin ise dusuk oldugu
belirlendi (P<0.05). Buna karsin papillomlu sidirlarda eritrosit CAT aktivitesi kontrole gére yuksek bulunmakla birlikte
istatistiksel acidan ¢énemli bulunmadi (P>0.05). Sonug olarak, papillomlu sidirlarda plazma MDA duzeyinde, eritrosit
GSH-Px ve CAT aktivitesinde artig, eritrosit SOD aktivitesinde dugme papillomatozisin lipid peroksidasyona yol actigini
gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzim, lipid peroksidasyon, papillom, sigir

Lipid Peroxidation Level and Antioxidant Enzyme Activities in Bovine Papillomatosis

Abstract: This study was performed to evaluate the plasma malondialdehyde (MDA) level, and erythrocyte glutation
peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities in bovine cutaneous papillomatosis.
In this study, 30 cattle, aged between 15 to 20 months were used. Fifteen of these animal served as healthy cattle
group (Group 1), while the other 15 consisted of cattle group with papillomatosis (Group Il). Clinical examinations of the
animals and histopathological examination of papilloma biopsy materials were performed. Blood samples from the
cattle were collected for determination of plasma MDA level and erythrocyte GSH-Px, CAT and SOD activities. Plasma
MDA levels and erythrocyte GSH-Px activities were significantly higher while erythrocyte SOD activity was significantly
lower in the cattle with papillomatosis compared to controls (P<0.05). Although the erythrocyte CAT activity in the cattle
with papillomatosis was higher than that of the controls, it was not statistically significant (P>0.05). In conclusion, the
determination of increase in plasma MDA levels, erythrocytes GSH-Px and CAT activities, and the decrease in
erythrocytes SOD activities in the bovine papillomatosis suggested that papillomatosis caused lipid peroxidation.
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Giris

Bu calismada, sigir papillomatozisinde plazma
malondialdehit (MDA) duzeyi ile eritrosit superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutasyon
peroksidaz  (GSH-Px) enzim  aktivitelerinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir.

Papillomatozis; tum memelilerde ve kuglarda goru-
len, papovaviridea ailesinin konakgi ve doku spesi-
fik papilloma viruslari tarafindan olusturulan bir
hastaliktir (4,9). Sidirlar evcil hayvanlar iginde en
¢ok etkilenen hayvanlardir (24). Deri papillomlari
kompleks etiyolojiye ve patogeneze sahip,
epiteliyal proliferasyonla karakterize genellikle
bening tumérlerdir, ancak; bazen persiste olabil-
mekte ve malignant epiteliyal timérlere déntgerek
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6nemli bozukluklara yol agabilmektedir (5,6,22).
Hastalik her yas grubunda gérulmekle birlikte daha
¢ok geng sidirlarda karsilagiimaktadir (22). Sigir-
larda deri papillomlar vicudun pek ¢ok yerinde
g6zlenmekle birlikte derinin surttinen bélgelerinde
gorulme siklid1 daha fazladir (24). Papillomlar ge-
nellikle bag ve boyunda bazen vicudun yanlarinda
ve nadiren de memede bulunabilirler (2,24). Sigir-
larda direkt ve indirekt yollarla enfeksiyon bulag-
maktadir. Ayrica deneysel olarak insekt ve kene-
lerle bulagtigi (8) ve bir sigirda kongenital
kutanetz papillom belirlendigi (11) de bildirilmistir.
Bunlarin yani sira kalitim, beslenme bozuklugu,
hormonal dengesizlik ve mutasyon gibi faktérler
bulasmada 6nemli rol almaktadir (5,25,35).

Serbest radikal reaksiyonlarinin, normal metabolik
yollarin isleyisinin dogal bir sonucu oldugu bildiril-
mektedir (31). Lipid peroksidasyonun, serbest radi-
kallerin olusumu hucreler tarafindan kompanze
edilen degeri agtiginda ve hlcre savunma sistem-
leri bu bilesikleri yok etmede yetersiz oldugunda
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ortaya ¢iktid1, hucrenin yapi elemanlari olan prote-
in, lipid, karbonhidrat, ntkleik asit ve yararli enzim-
leri bozarak zararli etkilere yol agtidi bildirilmekte-
dir (13,14,15). Oksidatif hasarin siddeti, lipid
peroksidasyon sonucu olugan son drtnlerin (MDA
gibi) ve antioksidan enzim (SOD, GSH-Px, CAT)
aktivitesinin kan ve dokulardaki duzeylerinin 6lgu-
muyle belirlenebilmektedir (14,33). Bu c¢alisma,
sidir papillomatozisinde plazma MDA duzeyi ile
eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin ilk
kez degerlendirilerek, sidir papillomatozisinin lipid
peroksidasyona yol agip agmadiginin belirlenmesi,
eger yol agtid| belirlenirse, hastaligin sagaltiminda
kullanilan spesifik ilaglar ve destekleyici tedaviye
antioksidan ilaglarin kullaniimasi konusuna agiklik
getirmesi agisindan da 6nem tasimaktadir.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alismada, Kayseri yéresinde bulunan hayvan-
cilik isletmelerinde hayvanin derisinde buytklukleri
farkli (1-5 cm) karnabahar seklinde sapl ya da
sapsiz veya sidil benzeri Uremeler gésteren ve
histopatolojik incelemelere gére papillom olduklari
tespit edilen, yaglari 15-20 aylar arasinda degisen,
15 hasta sigir (1'i erkek Montofon, 1'i digi Yerli
Kara, 13’0 disi Holgtayn) ile benzer irk, yas, cinsi-
yet, bakim ve beslenme sartlarina sahip ve derile-
rinde herhangi bir treme olmayan 15 saglikli geng
sigir olmak tzere toplam 30 sigir kullaniimistir.
Saglikh olanlar sadlikli kontrol (Grup [) grubunu
olustururken, hasta sigirlar papillomatozisli sigir
grubunu (Grup 1) olusturdu.

Histopatolojik muayene amaciyla, deri tremeleri-
nin oldugu bélgenin lokal anestezisini saglamak
amaclyla lidokain HCI (L-anestin, Alke®) kullanila-
rak bisturi ile deri biyopsileri alindi. Biyopsi numu-
neleri %10 tamponlu formalinde tespit edilerek
rutin olarak iglenip parafinde bloklandi ve alinan
kesitler hematoksilen-eozin ile boyanarak g1k mik-
roskobunda incelendi.

Lipid peroksidasyon parametrelerinin analizi igin
tum hayvanlarin Vena jugularisinden 5 ml kadar
heparinli tiplere (Vacutest, italya®) kan alindi. All-
nan kanlar oda isisinda 3000 devirde 10 dakika
santrifij edilerek plazmalari gikarildi. Plazmalari
alinan tuplerdeki eritrosit tabakasi esit miktarda
tuzlu fosfat tampon ¢ézeltisi (pH 7.4) ilave edilerek
3 kez yikandi. Ependorflara 0.5ml eritrosit ve tze-
rine 0.5 ml fosfat tampon solusyonu ilave edildi.
Numuneler analiz zamanina kadar -20°C’lik derin
dondurucuda sakland!.

Plazma MDA 6lgimu Yoshioka ve ark (36)'nin
bildirdidi yénteme gore yapildi. Eritrosit hemoglo-
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bin duzeyi 6lguimu igin, Fairbanks ve Klee (12)'nin
bildirdikleri yontem kullanildi. Eritrosit CAT aktivite-
sinin belirlenmesi igin, Luck (20) tarafindan geligti-
rilen yontem modifiye edilerek kullanildi. Eritrosit
SOD aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, Sun ve
ark. (29)'nin bildirdikleri metod kullanildi. Eritrosit
GSH-Px aktivitesi 6lguimu igin, Paglie ve Valentie
(26)’nin bildirdikleri ydntem kullanildi.

istatistiksel Analizler: Kontrol ve papillomlu grup-
ta incelenen degiskenlerin tanimlayici istatistikleri
yapilarak, ortalama ve standart hata (X * Sx)
degerleri verildi. Gruplar arasindaki farklilidin
6nem kontrolinde Mann-Whitney U test istatistigi
kullanildi. Istatistik analizier SPSS 14.01 (serial:
9869264) istatistik paket programi ile yapildi (30).

Bulgular

Galismaya alinan papillomlu hayvanlarda bas,
boyun, omuz, ¢ene, gerdan, sirt, boynuz
bolgesinde, dudak ve burun gevresinde lokalize
olmus hastalik igin tipik, derisinde buyuklukleri
farkli  (1-5 cm) karnabahar geklinde sapl ya da
sapsiz veya sidil benzeri, prolifere papillomlar
gozlendi (Sekil 1). Bu uremeler disinda
hayvanlarin genel klinik muayene sonuglarinin
normal oldugdu belirlendi. Saglikli kontrol grubuna
dahil edilen hayvanlarin derilerinde herhangi bir
ureme olmadigi ve genel klinkk muayene
sonuglarinin normal oldudu tespit edildi.

Papillomlu hayvanlardan alinan biyopsi
orneklerinin  histopatolojik incelemesinde, asiri
derecede Uremis hiperplazik ¢ok katll yassi
epitelyum ve asir hiperkeratoz gibi papillom igin
karekteristik yapilar tespit edildi ($ekil 2). Bu
epitelyum akantotik, hiperkeratotik olup, 6zellikle
Ust kisimlardaki hucrelerde vakuoler
dejenerasyonun belirgin  oldugu ve stratum
spinozum katindaki keratinositlerin asgiri artigiyla
hiperplazi  sekillendigi  belirlendi.  Hucrelerin
¢ogunda sitoplazma hidropik olup buyuk eozinofilik
keratohiyalin grantlleri ve gekirdeklerin vezikuler
gorunuste oldugu goraldu (Sekil 2).

Saglikh kontrol grubu ve papillomlu sidir grubunda
yer alan hayvanlarin ortalama MDA duzeylerinin
sirasiyla 6.21+0.33 nmol/ml ve 8.48+0.47 nmol/ml,
ortalama SOD aktivitelerinin sirasiyla 0.68+0.03 U/
mgHb ve 0.54+0.04 U/mgHb, ortalama CAT
aktivitelerinin  sirasiyla 16.80+1.33 kigHb ve
24.92+4 14 kigHb, ortalama GSH-Px aktivitelerinin
sirasiyla  5.16+0.51 umoINADPH /gHb  ve
9.50+£0.86 umoINADPH'/gHb oldugu belirlendi
(Tablo 1).
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Sekil 2.
A. Stratum corneum’da hiperkeratosis (Siyah oklar), Sigir, Deri. HEx100.
B. Stratum spinosum’da hiperplazi (Siyah ok baslari), stratum corneum’da hiperkeratosis. Sigir, Deri.
HEx100.
C. Hiperplazik stratum corneum hicrelerinde vakuolizasyon (Siyah ok baslari). Sigir, Deri. HEx200.
D. Stratum lucidum katinda keratinositlerde keratohyalin granullerinin gérinimi (Siyah ok baslar). Sigir,
Deri. HEx200.
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Tablo 1. Sagdlkli kontrol ve papillomatozisli gruplara ait plazma MDA (nmol/ml) dizeyleri ile eritrosit SOD
(U/mgHb), CAT (k/gHb) ve GSH-Px (umoINADPH*/gHb) aktiviteleri

Grup 1 (Kontrol) Grup 2 (Papillom) Onem
Diizeyi

n X*Sx n XtSx
MDA (nmol/ml) 15 6.21+0.33 15 8.48+0.47* P<0.01
SOD (U/mgHb) 15 0.68+0.03 15 0.54+0.04* P<0.05
CAT (k/gHb) 15 16.80+1.33 15 24.92+4.14 P=>0.05
GSH-Px (umoINADPH'/gHb) 15 5.16+0.51 15 9.50+0.86* P<0.001

Saglikh grupla karsilagtirildiginda papillomlu sigir
grubunda belirlenen plazma MDA duzeyi ile
eritrosit GSH-Px seviyelerindeki artis ve eritrosit
SOD aktivitesindeki azalma 6nemli bulundu
(P<0.05). Buna karsin, papillomatozisli sigirlarda
eritrosit CAT aktivitesinin saglikli kontrole gére
artmis oldugu goézlenmesine ragmen istatistiksel
olarak 6nemli bulunmadi (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Sigirlarda deri papillomlarinin gesitli buyukluklerde
(¢aplart 1-2 cm), kuru, boynuzumsu, sapli ya da
sapsiz ve yuzeyleri karnabahar gérinuminde lez-
yonlar seklinde oldugu bildirilmektedir (1,6).
Papillomlarin genellikle geng sidirlarda goéruldigu
ve bas bolgesinde, g6z ¢evresinde ve boyunda
olusan papillomlarin zamanla vicudun diger bél-
gelerine yayllma gosterdigdi bildiriimistir (19,22,24).
Bu galismaya alinan papillomlu hayvanlarda basg,
boyun, omuz, ¢gene, gerdan, sirt, boynuz bélgesin-
de, dudak ve burun gevresinde lokalize olmus,
hastalik igin tipik derisinde buyuklukleri farkli (1-5
cm) karnabahar geklinde sapli ya da sapsiz veya
sigil benzeri uremeler gézlenmesi ve yaslarinin 15-
20 aylik olmasi bildirimlerle uyumludur (1,2,18).

Papillomlarin mikroskopik muayenesinde tipik ola-
rak epidermisin yuzeyinde hiperkeratotik alanlar,
subkorneal keratinositlerde grantler gérinum,
stratum  spinozum  katindaki  keratinositlerde
hiperplazi, epidermis-dermis sinirinda belirgin rete-
ridge olusumlari ve dermise dogru akantozis,
epidermisteki keratinositlerde hidropik degisiklikler
belirlendigi bildiriimektedir (16,34). Bu ¢alismada
da papillomlu hayvanlardan alinan biyopsi érnekle-
rinin histopatolojik incelemesinde, agiri derecede
Uremis hiperplazik ¢ok katli yassi epiteliyum ve
asir hiperkeratoz gibi papillom igin karekteristik
yaplilar tespit edilmistir. Bu epiteliyumun akantotik,
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hiperkeratotik, 6zellikle ust kisimlardaki hucrelerde
vakuoler dejenerasyonun belirgin oldugu ve
stratum spinozum katindaki keratinositlerin asiri
artisiyla hiperplazi sekillendigi gértlmus, hucrele-
rin gogdunun sitoplazmasinin hidropik oldugu, bu-
yuk eozinofilik keratohyalin grandlleri ve gekirdek-
lerin vezikuler gérunuste oldugu belirlenmistir. Be-
lirlenen bu o6zellikler literatur bilgilerle uyumludur
(16,34).

Serbest radikallerin, infeksiyonlarin da iginde bu-
lundugu kardiovaskuler sistem hastaliklari, deri
hastaliklari, genetik ve metabolik bozukluklar,
otoimmun hastaliklar, kanser, alerjik hastaliklar,
nérodejeneratif  hastaliklar, romatoid  artrit,
Parkinson, géz bozukluklari, HIV, hepatit C, koyun

cicedi gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde
6nemli rol oynayabilecedi vurgulanmaktadir
(7,15,27). Bu ¢alisma, sidirlarin deri

papillomlarinda lipid peroksidasyon duzeylerindeki
ve antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimlerin
ilk kez degerlendirilmis olmasi agisindan 6nem
tagimaktadir.

Lipid peroksidasyonun en énemli arunt MDA'dir
ve lipid peroksidasyonun géstergesi olarak kullani-
lan parametrelerden biridir  (10,13). Hucre
membranlarindan iyon alig-verisine etki eden
MDA, membrandaki bilegiklerin ¢apraz baglanma-
sina yol agarak iyon gegirgenliginin ve enzim akti-
vitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. Bu &zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari
ile reaksiyona girmesi nedeniyle mutajeniktir, htc-
re kulturleri igin genotoksik ve karsinojeniktir (23).
Sasmaz ve ark. (28), sidilli hastalarda yaptiklari
¢alismada plazma MDA seviyesinin artmis oldugu-
nu belirlemiglerdir. Bu ¢alismada da saglkli kont-
rol grubuna gére papillomatozisli sigir grubunda
plazma MDA duzeyinde énemli (P<0.05) artis sap-
tanmigtir. Plazma MDA duzeyindeki bu artig, has-
tallk surecinde serbest radikallerin asiri dretildigini
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ve papillomatoziste lipid peroksidasyon sekillendi-
gini géstermektedir.

Antioksidan enzimler organizmanin savunmasinda
oksidatif strese karsi yagamsal éneme sahiptirler.
Enzimatik antioksidanlardan olan SOD,
superoksitin, hidrojen peroksit ve molekuler oksije-
ne dénusumuni katalizleyerek superoksit dizeyle-
rini kontrol etmede &nemli bir rol oynadidi gibi,
reaktif nitrik oksit turlerinden olan peroksinitritin de
olusumunu onleyici etkiye sahiptir (15). Superoksit
dismutaz aktivitesi gesitli hastaliklara bagli olarak
normalden sapmalar goésterebilmektedir (10,15).
Zhao ve ark. (37), iki safhada olugturduklari de-
neysel deri tumérlerinde MnSOD’In kanser gelisi-
mindeki rolint incelemigler ve timér olugumunun
azalmasina neden oldugunu gérmuglerdir. Sas-
maz ve ark. (28), sigilli hastalarda yaptiklari ¢alig-
mada SOD aktivitesinin artmis oldugunu belirle-
miglerdir. Bu galismada ise papillomlu hayvanlar-
da kontrole oranli SOD aktivitesinde anlamli
(P<0.05) bir dusus belirlenmistir. Bu dususin se-
bebi olarak enfeksiyon surecinde SOD uretiminde-
ki azalma ya da serbest radikallerin agiri uretimi ile
iliskili olarak SOD enziminin tuketilmesi gosterilebi-
lir.

Katalaz, butun organlarda bulunmakla beraber
ozellikle karaciger ve eritrositlerde daha yogun
bulunmaktadir. Superoksit dismutaz araciligiyla
olusmus olan H,O, biyolojik sistemler igin zararlidir
ve HO olusumunu artirmaktadir (3,13,21). Katalaz
H,0, oksijen ve suya pargalar, boylece hucreleri
H,0O,'ye badimli oksidatif hasara karsi korur.
Katalaz enzimi reaktif nitrik oksit turlerinin olugu-
munu da 6nler (17). Sasmaz ve ark. (28), sigilli
insanlarda yaptiklari galismada CAT aktivitesinin
artmis oldugunu belirlemisler ancak bu parametre-
nin yasa bagl olarak degistigini bildirmislerdir. Bu
calismada CAT aktivitesi papillomlu hayvanlarda
kontrole gére artmistir. H,O, nétral yapida olup
oldukga kolay vyagda ¢6zinmesi sebebiyle
sitoplazmik ve subselliler membranlardan kolayca
gegebilmektedir. Hicre membraninin iginde ya da
diginda agiri miktarda H,O,'nin bulunmasi eritrosit
igine H,O, gegisi demektir ki bu CAT aktivitesinde
artisa neden olabilir. Plazma MDA dizeyinde artis-
la birlikte, eritrosit CAT aktivitesinde de artis gorul-
mesi enfeksiyon surecinde oksidatif stresin gelisti-
gini ve antioksidan savunma sisteminde bozulma-
nin oldugunu ve organizmanin muhtemelen ortam-
da bulunan H,O,' vyi etkinsizlestirmek igin CAT
aretiminin indtklendigdini géstermektedir.

Glutasyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve buyuk
molekulld lipid hidroperoksitlerin  indirgenmesini
katalize eder. Enzim baglica eritrositlerin hiicre
membranlari iginde bulunur (15, 32). Bu enzim
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H,0, ve alkil hidroperoksitlerin olusumunu ve hid-
roksil radikali gibi daha zararli radikallerin ortaya
¢lkmasini onler. Hucre membranlarinda bulunan
doymamis yaglarin peroksitler tarafindan oksitlen-
mesi GSH-Px tarafindan 6nlenmekte ve bodylece
hucre fonksiyonlarinin devamliligi saglanmaktadir.
Vicutta GSH-Px depolarinin  direkt olarak
glutasyon aracilidi ile oksidatif strese sebep olabi-
lecedi gibi, dolayli olarak antioksidan enzim aktivi-
tesinin azalmasi da ayni yonde etki olusturur.
Glutasyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, H,0,
duzeylerinin yukselmesine ve hicre hasarina yol
agmaktadir. Hidrojen peroksit ve organik peroksit-
lerin yikimini katalizleyen GSH-Px peroksinitritin
yikimini da katalize eder (15). $asmaz ve ark.
(28), sigilli insanlarda yaptiklari galismada GSH-Px
aktivitesinin artmis oldugunu belirlemigler yagli
insanlarda bu aktivitenin genglere gére daha az
oldugunu bunun da yasli gruplardaki
detoksifikasyon kapasitesinin geligmis olmasindan
kaynaklanabilecegini  bildirmiglerdir.  Papillomlu
sigirlarda yaptigimiz bu galismada kontrol grubuna
gore eritrosit GSH-Px aktivitesinde 6nemli derece-
de artis gézlenmistir. Plazma GSH-Px aktivitesin-
deki bu artis da artan serbest radikallere karsi vi-
cudun savunmaya gegmesi ile iliskilendirilebilir.

Reaktif oksijen turleri toksik molekuller olup pek
¢ok yangisal deri hastaliginda ¢nemli role sahiptir-
ler. Sigirlarin BPV'a kars! olugturdugu immun ce-
vap zayif olmakla birlikte, kapsid proteinleri ya da
dénusum proteini E7’ye kargi zayif T ve B lenfosit-
lerin papillomun gerilemesiyle iligkili oldugu gérul-
mus ve enfeksiyonun son safhasinda bazi hayvan-
larda gézlenebilmistir (4). Herhangi bir uyariya
maruz kalan T lenfositlerin reaktif oksijen turevleri
(ROT) urettigi bildirilmekle birlikte bazi ¢alismalar
ise oksidatif stresin T lenfositlerin aktivasyonunu
baskiladigini bildirmektedir (28).

Sonug olarak, deri papillomu bulunan sidirlarda
plazma MDA duzeyinde ve eritrosit CAT ve GSH-
Px aktivitelerinde artis goérultrken, eritrosit SOD
aktivitesinde belirgin digtsun belirlenmesi hastali-
Jda baglh oksidatif stresin geligtigini ve vicudun
detoksifikasyon igin antioksidan enzimleri aktiflesti-
gini  dusundurmektedir. Yaptidimiz g¢alismada
papillomlu sigirlarda oksidatif stres olugtugunun
gorulmesi, olusan ROT'un sidirlarda papillomlarin
¢ok uzun surede gerilemesi sebebiyle T hucreleri-
nin baskilandigini da akla getirmektedir. Bu ne-
denle sidir papillomatozisinde tedavide kullanilan
immunmodilatérlere ek olarak antioksidan madde-
lerin kullaniimasi tedavide yararli etkiler sagdlayabi-
lecektir.
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