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OZET

Bu ¢alismada, mastitisli ve saglikli ineklerde kan lipit peroksidasyonu (MDA) ve GSH

diizeylerinin arastirilmasi amaclanmistir.

Calismada, Kars ve Ardahan yoresinde degisik koylerde halk elinde yetistirilen yaslari 3
ile 7 arasinda degisen 20 saglikli ve 20 mastitisli inek secildi. Hayvanlardan kan
ornekleri alinmadan once mastitisli olup olmadiklar1 Kaliforniya Mastitis Testi (CMT)

ile belirlendi.

Daha sonra eritrosit GSH ve plazma MDA diizeylerine bakildi. Saglikli ve mastitisli
gruplarda eritrosit GSH (p< 0.001) ve plazma MDA (p< 0,001) diizeyleri arasindaki

fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu.
Sonug¢ olarak, mastitisin lipit peroksidasyonuna neden oldugu ve bunun sonucunda
MDA diizeylerinde bir artisin meydana geldigi, yine aym sekilde endojen bir

antioksidan olan GSH diizeylerinin mastitisli hayvanlarda 6nemli bir azalmaya ugradigi

gorildii.

2007, 65 sayfa

Anahtar sozciikler: inek, Mastitis, Malondialdehit (MDA), Rediikte Glutatyon (GSH),

Lipit peroksidasyonu

iv



ABSTRACT

In this study it was aimed to determine the levels of blood lipid peroxidation (MDA)

and GSH levels in healthy and mastitic cows.

In this study, 20 healthy and 20 mastitic cows ages between 3 and 7 were slected from
different villages in Kars and Ardahan region. Firstly, the animals by California Mastitis

Testing (CMT) in order to determine whether they have mastitis or not.

Then, the erythrocyte GSH and plasma MDA levels were determined. The differences
between erythrocyte GSH (p<0,001) and plasma MDA (p<0,001) levels between

healthy and mastitic groups were found statistically different.

In conclusion, it was found that mastitis resulted in lipid peroxidation and which was

measured by caused an increase in the levels of MDA. Similarly, the levels of GSH an

endogenous antioxidant caused a significant decrease in mastitic animals.

2007, page 65

Key words: Cow, Mastitis, Malondialdehyde (MDA), Reduced Glutathione (GSH),

Lipid peroxidation
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1. GIRIS

Canlilar yasamlarim siirdiirebilmek icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Yasam icgin son
derece gerekli olan oksijenin atmosferdeki miktariin biraz artmasi ya da disg
yoriingesine bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron eklenmesiyle bu molekiil
organizma i¢in toksik etkiye sahip reaktif oksijen molekiillerine doniismekte ve serbest

radikallerin iiretimi artmaktadir [1, 2].

Organizma i¢in oksidatif stres kaynagi olan gebelik, dogum ve laktasyon gibi durumlar
plazmada serbest radikal olusumuna neden olmaktadir. Ayrica bulasic1 hastaliklar, stres
ve mastitis gibi hastaliklarda da serbest radikal artis1 kacimilmazdir. Serbest radikal
artisina paralel olarak lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan Malondialdehit (MDA)
diizeyi de yiikselir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran bilesenlerinin capraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi i¢ membran Ozelliklerini

degistirmektedir [1,3].

Organizmada bulunan endojen ve eksojen antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Bu antioksidanlardan biri de rediikte
glutatyon (GSH)’dur. Glutatyon, glutamik asit, sistin ve glisinden ibaret bir tripeptittir.
GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek, hiicreleri oksidatif hasara

kars1 korumaktadir [1].

Siit inekciliginde gerek siit liretimi ve kalitesini, gerekse hayvan sagligini biiyiik olctide
tehdit eden hastaliklardan biri olan mastitis; ineklerde meme bezlerinde mikroplar
tarafindan meydana getirilen iltihabi bir meme hastaligidir. Hastalik siit veriminin
azalmasi, siit bilesimin degisimi ve bozulmasinin yaninda meme loblarinda sicaklik

artis1, kizariklik ve siskinlik gibi belirtilerle kendini belli eder [4].

Bu tez calismasinda, yoremizde ilk defa yapilan bir ¢calisma da olmasi nedeniyle 6nemli
bir hastalik olan mastitisin ineklerde kan MDA ve GSH diizeylerini nasil etkilediginin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller Hakkinda Genel Bilgi

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya birden fazla paylagilmamis elektron iceren
molekiiller olup, hem organik hem de inorganik halde bulunurlar. Her tiirden kimyasal
ve biyokimyasal tepkime, daima atomlarin disg orbitallerinde yer alan elektronlar
sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest
radikallerin reaktivitesini arttirdig1 i¢in, serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek
molekiillerdir. Serbest radikallerde ortaklanmamis elektron genellikle iist kisma yazilan

bir nokta ile gosterilir [5, 6, 7].

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Oksijen, aerobik canlilarin yasamlarimi siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olmasina karsin
potansiyel olarak toksik bir molekiildiir. Serbest radikaller, molekiiler oksijeni

metabolize eden biitiin canlilarda olusur [8].

Aerobik organizmalarda molekiiler oksijenin varligit ve bunlarin elektron alma
egilimlerinden dolayi, hiicrelerde siirekli reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve bunun sonucu
olarak da lipit peroksidasyon iiriinleri olusur. Bu nedenle eritrositler siirekli olarak hiicre
ici ve hiicre dis1 serbest radikallere maruz kalirlar. Ciinkii poliansatiire (¢oklu
doymamais) yag asitlerince zengin olan eritrosit zarlar1 birden ¢cok mekanizma ile siirekli
olarak peroksit anyonlarinin olusmasma neden olurken aym zamanda graniilositler,

makrofajlar ve metabolik aktif hiicrelerde siiperoksit anyonlar1 olusur [9, 10].

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini astii zaman membrandaki
yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.
Lipit peroksidasyonu, organizmada bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda
bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen uzaklastirilmasiyla baglar ve

malondialdehit (MDA) diizeyinin artmasina neden olur [11, 12].



2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikallere ayn1 zamanda oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen tiirleri (ROT)
denmektedir. Organizmanin oksijen ihtiyacinin artmasiyla mitokondriyal elektron
transport zinciri ortaklanmamis elektron ¢iftinin artisina bagli olarak reaktif oksijen

tiirleri meydana gelir [1, 12].

Solunum zincirindeki normal ve ROT olusturan reaksiyonlar asagidaki gibidir [13].

a. Normal Fizyolojik Reaksiyon:

Sitokrom oksidaz

02 +4e + 4H+ > 2H20

b. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu:

e e +2H e e +2H
02 — > .02_ — > H202 — > 2.0H—> 2H20

Oksidanlar, ortaklanmamis elektron icerdiklerinden dolay1 baska molekiillerle kolayca
elektron aligverisi yapabilenler (Radikaller) ve ortaklanmamis elektronlar1 olmadigi
halde bagka molekiillerle, radikallerden daha zayif bir sekilde bilesenler (Non-

radikaller) olmak iizere iki grupta toplanmaktadirlar [14, 15].

Cizelgel. Reaktif Oksijen Tiirleri [16].

RADIKALLER NON-RADIKALLER
Siiperoksit radikali (O") Hidrojen peroksit (H2Oy)
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO") Hipoklordz asit (HOCI)
Alkoksil radikali (RO") N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen ('0,)
Hemoproteine bagh Ozon (03)
serbest radikaller Azotdioksit (NOy)




2.1.1.1. Radikaller

2.1.1.1.A. Siiperoksit Radikali (O, )

Molekiiler oksijen (O,), birer elektronu eksik iki oksijen atomundan olusmustur. Ancak
bu molekiiliin reaktif bir 6zelligi yoktur. Ciinkii her iki atom da denge halindedir.
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali (O, ) meydana

gelir [1, 14].

Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir. Boylece
olusan peroksi anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O,) olusturabilir.
Siiperoksit radikali aldig1 elektronu baska bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene
oksitlenebilir. Boylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir. Siiperoksit bir
serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Siiperoksit hem rediiktan hem de oksidandir [1].

02 + le_ — 02_
Dogal Siiperoksit
oksijen

Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek, biri oksitlenirken digeri indirgenir ve
boylece H,O, ve O, meydana gelir. Siiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi bu

tepkimeye dismiitasyon tepkime denir.

02_ + 02_ — H202 + 02

2.1.1.1.B. Hidroksil Radikali (OH")

Hidrojen peroksitin, siiperoksit ile indirgenmesi sonucu olusur. Bu reaksiyona Haber-

Weiss reaksiyonu adi verilir [17].

H202 + 02_ — OH + OH + 02



Hidroksil radikalinin yapimina neden olan 6nemli tepkimeler sunlardir [17].
a) Iyonlastirici radyasyonun suya etkisi:
H,0 — H,0" +¢”

H,O"* + H,O — "OH + H;0"

b) Fenton tepkimesi:

Fe*? +H,0, — "‘OH + HO

¢) Hidrojen peroksidin fotolizi:

H,0, — 20H

d) Ozona elektron transferi ile OH olusabilir. Bu nedenle ozon toksisitesinde OH’1n

onemli rolii vardir.

e) Invivoda OH iiretimi bakimindan en onemli tepkime Haber-Weiss tepkimesidir.
Invivoda 0_2 radikalinin H,O, ile OH iiretmesi selat yapmis demir tarafindan

katalizlenir.
Fe (selat)’ + O , — Fe (selat)™ + O,

Fe (selat)”* + H,0, — Fe (selat)’™* + OH + OH

f ) Radikal tepkimeleri sonucu olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye

girerek OH iiretebilir.

COOH + H,0, — CO,+ H,O + OH



Hidroksil radikalinin mekanizmasi ise iki reaksiyon sonucunda gerceklesir.

Fe* (veya Cu™) + indirgeyici ajan ( O 5, C vit., NAD(P)H ) — Fe** (veya Cu*) (I)

Fe** (veya Cu®) + H,0, — Fe** (veya Cu*®) + OH + OH (1)

Goriildiigii gibi O™, radikalinin elektron verici oldugu tepkime Haber-Weiss tepkimesi
disinda da biyolojik molekiiller metal iyonlarini indirgeyerek H,O, varliginda OH

yapimini saglarlar [18].

Hidroksil radikali en reaktif ve en zarar verici oksidan radikaldir. Su dahil ortamda
rastladig her molekiil ile tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin sebep oldugu en énemli
hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre
zart su icermediginden OH n baslica hedefi yag asididir. Zar lipitlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini arttirtp hiicre 6liimiine sebep

olabilir [6, 19].

2.1.1.2. Non-Radikaller

2.1.1.2.A. Hipokloréz asit ( HOCI )

Hidrojen peroksit molekiiliiniin bir klor atomu (Cl) ile reaksiyona girmesi sonucu

hipoklordz asit olusur

H,0,+ CI' - HOCI + OH

HOCI, fagositik hiicreler tarafindan bakterilerin oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar.
Aktive olan nétrofiller, monosit, makrofajlar ve eozinofiller 0, radikalini iiretirler.
Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri oldiirmesinde biiyilkk 6nem arz eder.
Ozellikle nétrofiller icerdikleri myeloperoksidaz enzimi aracihigiyla O, ’nin
dismiitasyonuyla H>O’i kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir antibakteriyal ajan olan

HOCT e doniistiiriir [20, 21].



2.1.1.2.B. Hidrojen Peroksit ( HO,)

Oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron

almas1 sonucu peroksit olusur

O+2e +— 0'22 (peroksit)
veya

O,+le >0

Peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir.

0% +2H" — H,0, ( Hidrojen peroksit )

H,0,, hiicre membranlardan kolay gecebilen uzun omiirlii bir oksidandir. Yiiksiiz ve
boyutlarinin kiiciik olmasi biyolojik membranlardan gecisini kolaylastirir. Kendisi bir
serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Gec¢is metal iyonlar1 varliginda daha da hizla
gerceklesen bir reaksiyonla siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif ve en zarar

verici serbest radikal olan hidroksil radikaline kolayca yikilabilir [1, 16, 22].
H0,+0, —® OH +OH + O,

Bu reaksiyona Haber- Weiss reaksiyonu ad1 verilir. Haber- Weiss reaksiyonu katalizorlii
veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerlerken,

demir gibi gec¢is metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise olduk¢a hizlidir [1].

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢ci H,O; kaynagidirlar. Bu organeldeki D- amino asid
oksidaz, tirat oksidaz, L- hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil- CoA oksidaz gibi
oksidazlar siiperoksit iiretmeden bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar. Fakat
peroksizomlarda katalaz aktivitesi cok yiiksektir. Bu sebeple bu organelden sitozole ne

kadar H,O; gectigi bilinmemektedir [1].



2.1.2. Serbest Radikallerin Meydana Gelisi
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir [1, 4].

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri atomlar iizerinde kalir ise, her iki atom
izerinde ortaklanmamis elektron kalir ve iki tane yiiksek reaktiviteli serbest radikal

olusur.
XY >X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi ile: Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalirlar. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.

XY - X +Y'

3. Normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek bir elektron transferi ile dis orbitalinde ortaklanmamig elektron kaliyorsa
bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olur. Molekiiler oksijenin tek elektron ile

indirgenmesi sonucu olusan siiperoksit bu mekanizma ile meydana gelir.

A+e > A"

Biyolojik sistemlerde elektron transferi sonucu olusan serbest radikaller pozitif yiiklii,
negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral 6zelliktedir. Bunlar organik ve inorganik
molekiiller seklinde olabilirler. Cu*?, Fe*, Mn™ ve Mo" gibi gecis metalleri
ortaklanmamais elektrona sahip olduklarindan, serbest radikallerin olusumunda etkin rol
oynarlar. Ayrica hiicre i¢i kalsiyuamun artis1 ile oksidan enzimler aktive olup lipit
peroksidasyonu ve protein dekarboksilasyonu uyarilmakta ve sonucta oksidanlarin

olusumu artmaktadir [1].



Oksijen atomunun dis yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik olmasindan
dolay1 "Diradikal” olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise yavas reaksiyona
girer. Oksijen metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak indirgenmesiyle
de cok sayida reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Oksijen bu kararsiz yapisini
giderebilmek i¢in bagka bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki iki elektronu

kullanarak "Oksijen Radikalleri"ni olusturur [16, 23].

Oy
Autjitnin
¥
i N0
Stperoksit
dismiitaz
Katalaz OHOO:
Hz0 HzOa
H+
Ftay
'1f ¥
CH COH + HO
LO,:,' L/—\ .

Sekil 1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu [23].

Bu reaktif maddeler bazi biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etrafindaki
molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler. Reaktif
oksijen tiirleri maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlariin

bozulmasina neden olurlar [2, 16].



2.1.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda meydana gelebildigi gibi organizmada bazi yabanci maddelerin
(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis
etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelebilir. Serbest radikallerin baslica kaynagi

molekiiler oksijendir [1, 14].

Temel olarak serbest radikallerin kaynaklarn asagidaki gibi siniflandirilmaktadir [14,

24].

2.1.3.1. Normal Biyolojik islemler

a. Oksijenli solunum

b. Katabolik ve anabolik islemler

2.1.3.2. Oksidatif Stres Yapan Etmenler

a. Iskemi-hemoroji-travma, radyoaktivite- entoksikasyon

b. Ksenobiyotik maddelerin etkisi
- Aligkanlik yapan maddeler
- Inhale edilenler
- Taclar
c. Stres ile artan katekoleminlerin oksidasyonu
d. Fagositik enflamasyon hiicrelerinde salgilanma

e. Uzun siireli metabolik hastaliklar

f. Diger nedenler ( sicak, soguk, giines 1sinlar )
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2.1.3.3. Yaslanma Siireci

Serbest radikallerin diizeyi yaslanma siireci ile paralel bir artis gosterir. Yaslanma ile
protein karboksilasyonunun artis1 ve katalize edici tim enzimlerin azalmasinin bu
dengesizlikte onemli rolleri vardir. Serbest radikallerin yaslanma sebebi mi, yoksa
sonucu mu oldugunu sdylemek oldukc¢a zordur. Ancak serbest radikallerin en azindan
baslamis olan yaslanma olayim1 hizlandirdiklart ve yaslanma ile beraber ortaya c¢ikan

bir¢ok hastaligin fizyopatolojisinde énemli rol oynadiklar1 soylenebilir [25, 26].

Diger bir siiflandirmada ise dogada serbest radikallerin endojen ve eksojen olmak

tizere iki temel kaynagi oldugu belirtilmektedir [16, 27].

Cizelge 2. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklar [27].

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
*Mitokondriyal elektron transport zinciri *{lag oksidasyonlar1 (Orn:Parasetamol, CCly)
*Kloroplast elektron transport zinciri *[yonize radyasyon
*Qksidan enzimler: -Ksantin oksidaz *Glines 15181

-Indolamin dioksijenaz
-Triptofan dioksijenaz *X- 1gmnlart
-Galaktoz oksidaz

-Siklooksijenaz *UV-1sinlar
-Lipooksijenaz

. . *Is1 soku
-Mono aminooksidaz $

" .
*Fagositik hiicreler: -Notrofiller Glutatyon okside eden maddeler

-Monosit ve makrofajlar *Ortam havast  -Sigara dumam
-Eozinofiller
-Ozon

-Endotelyal hiicreler Kiikiirtdioksit

*QOto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*?, epinefrin) -Bgzoz gazlan

11



2.2. Serbest Radikallerden Etkilenen Hiicresel Yapilar

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini agsacak oranda olustuklari
zaman organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Serbest radikaller hiicrelerin; DNA,
lipit, protein, karbonhidrat ve enzim gibi dnemli biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tim
hiicre bilesenleri ile etkilesme 0Ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik

degisikliklere neden olurlar [22, 28].

2.2.1. Niikleik Asitler ve DNA’ ya Etkisi

Iyonize edici radyasyonlarla olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acar. Sitotoksite bilyilkk Olciide niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ve DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Basta hidroksil radikali olmak iizere oksidan maddeler, niikleik
asit bazlarimin modifikasyonuna ve DNA seridinin kirilmalarina neden olmaktadirlar.
Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA zincirinde
kirllmalarin yam1 sira DNA polimerazin inhibisyonuna neden olur. Aktive olmusg
notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecer ve hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hiicre dliimiine yol agar.
Bu yiizden DNA, serbest radikal hasarindan kolayca zarar gérebilen 6nemli bir hedeftir.
Oksidatif hasardan en fazla etkilenen mitokondrial DNA’ dir. Yash insanlarda

mitokondrial DNA’ nin fazla miktarda hasara ugradigi gosterilmistir [28, 29].

2.2.2. Proteinlere Etkisi

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit dizilimine
baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, methionin,
sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.

Ornegin, aminoasit iceren paparin ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz enzimleri
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serbest radikallerle kars1 karsiya kaldiklarinda inhibe olurlar. Ozellikle bu molekiiller
serbest radikallerle reaksiyona girerek siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller
meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda immiinoglobulin G (Ig G) ve albumin gibi
fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Boylece

normal fonksiyonlarini yerine getiremezler [1, 28].

Oksidan maddeler proteinlerde dekarboksilasyona, peptid baglarinin hidrolizine, disiilfit
baglar1 ve capraz baglar olusturarak hiicre i¢i esansiyel olan Ca-ATPaz, Na/K ATPaz
gibi enzimlerde fonksiyon kaybi sonucu hiicre ici ve hiicre dis1 iyon dagiliminin
bozulmasina neden olur. Ayrica enzimler de protein yapida olduklarindan dolayi serbest

radikaller enzim aktivitelerinde degisikliklere neden olurlar [1, 12].

2.2.3. Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerinde de oOnemli etkileri vardir. Oksidan
maddelerin karbonhidrat metabolizmas1 {izerine etkisi, glikolitik ATP sentezinin
azalmas1 ve ATP kullaniminin artmasi yoniindedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diyabet
ve sigara icimi ile iliskili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden

dolay1 antimitoitik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar [1, 12].

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde
onemli bir rol oynar. Ozellikle iyi kontrol edilemeyen diyabette oksidatif aktivitenin
artmas1 sonucu serbest radikal olusumun arttigt ve antioksidan savunma

mekanizmalarinin yetersiz kaldigi bildirilmistir [30].

Yapilan bir arastirmaya gore diyabetiklerde plazma ve eritrosit lipit peroksit

diizeylerinin saglikli kisilere gore anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir [31].
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2.2.4. Lipitlere Etkisi

Biitiin biyomolekiiller serbest radikallerden etkilenirler. Fakat lipitler serbest radikallere
karsi en hassas olanlaridir. Organizmada en ¢ok goriilen serbest radikal hasar lipit
peroksidasyonu seklinde olup, membranda doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
cikmasiyla lipit (L.) radikali olusur ve zincir seklindeki reaksiyonlarin sonunda
sitotoksik iirlinler olan aldehitler ayrica pentan gibi hidrokarbon gazlar1 meydana gelir.
Bu toksik iiriinlerden aldehitlerin en son basamaginda yer alan malondialdehit (MDA)

ise lipit peroksidasyonunun saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [32, 33].

Serbest radikallerin olusumu hiicredeki antioksidan savunma sistemlerini asarsa,
membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
triinlerini olustururlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup, hiicrenin diger boliimlerine hasar yayarlar.
Boylece bircok hastalifa ve doku hasarina sebep olurlar. Orotik asit, etanol ve fosfor
tarafindan meydana getirilen karaciger hasarim lipit peroksidasyonu ile iliskili oldugu

bildirilmistir [34, 35].

Cizelge 3. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararh etkileri [2].

e  Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Doymamus yaglar e Lipitlerde capraz baglanmalar

e Organel ve hiicrelerde capraz baglanmalar

Karbonhidratlar e Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Proteinler ®  Peptid zincirlerinde kopma

e Denatiirasyon

Kiikiirtlii aminoasitler e Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglanma

e  Enzimlerde inhibisyon

e Tek ve cift iplik kirilmalar
Niikleik asitler e  Proteinlerde capraz baglar

e Bazigermeyen bolgeler

e  Hidroksilasyonlar
Niikleik asit bazlar ®  Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

e  Sekerlerde benzer reaksiyonlar
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2.3. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup, daha ileri peroksidasyonu baslatan
serbest radikaller i¢in devamli bir kaynak saglar. Lipit peroksidasyonu; fosfolipit,
glikolipit, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidan
maddeler aracilifiyla alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi iiriinlere
yikilmasin1 kapsayan, potansiyel olarak yikici etkileri olan zincir reaksiyonudur. Bu

sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir [1, 12].

Serbest oksijen gruplarmnin dokulara yonelik olarak meydana getirdikleri hasar ve
bunlarin 6nemli sonuglarindan biri olan lipit peroksidasyonunun siddetini belirleyen en
onemli kriterlerinden biri malondialdehit (MDA) diizeylerinin tespit edilmesidir. MDA,
yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Fakat lipit
peroksidasyonunun derecesiyle iyi iligki gosterir. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan
MDA kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilmekte olup, oksidatif stres dl¢timlerinde

kullanilir. Ayrica MDA plazmada ¢6ziiniir oldugundan idrarda da saptanabilir [1].

Uc yada daha fazla cift bag iceren ya§ asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit
(MDA) iiretimiyle sonu¢lanmaktadir. Membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalarma neden olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre ylizeyindeki belirleyicilerin kiimelesmesi gibi i¢ membranin bazi
ozelliklerini degistirmektedir. Ayrica diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlari
ile reaksiyona girebilmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolay1 mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik bir bilesiktir [1, 36].
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Sekil 2. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu [37].
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2.3.1. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipit peroksidasyonu Baslama,

Yayilma ve Sonlanma reaksiyonlar1 olmak {izere ii¢ asamada gerceklesir [38].

2.3.1.1. Baslama

Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamais yag asitlerinin yan zincirindeki metilenik
karbonlardan hidrojen atomu cikartmak i¢in yaptiklar atakla baglar. Demir ve bakir gibi
eslenmemis elektronlara sahip olan gecis iyonlarinin varligi peroksidasyonun baslamasi
icin gereklidir. Hidrojen atomunun zincirden ¢ikarilmasi1 karbon atomu iizerinde
eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal (L.) olusumuna yol agar.
Aerobik hiicrelerde sik goriilen bu olay radikallerin molekiiler diizenlenme ile konjuge
dien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek peroksi radikalini

(LOO.) iiretmesidir.

2.3.1.2. Yayilma

Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran proteinleri ile
etkilesebilir. Fakat en Onemlisi peroksi radikallerinin membrandaki komsu yan
zincirlerden hidrojen atomu c¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonu
yaymalaridir. Boylece yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile her defasinda
lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olugsmaktadir. Peroksidasyon,
bir kere bagladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi

zincirleri lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.

Yayilma zincirinin uzunlugu bir¢ok faktore baglidir;

1. Membrandaki lipit/protein orani: Membran proteini ile etkilesen radikalin sansi

membranin protein icerigi arttik¢a yiikselir.

17



2. Yag asidi bilesimi radikalin membranda doymamis yag asidi iceriginin artmasi
peroksidasyona olan duyarlii@ artirmaktadir. Halbuki kolesteroliin  varlhigi
peroksidasyonu baskilamaktadir. Normal insan eritrositlerinde lipit peroksidasyonunun
derecesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda belirgin bir negatif korelasyon
bulunmustur. Plazma membraninda kolesteroliin varligi bazi radikallerin yollariin
kesilmesine neden oldugu gibi yag asidi zinciri ile kolesteroliin hidrofobik halkasinin

etkilesmesi membranin i¢ yapisini degistirir.

3. Oksijen konsantrasyonu.

4. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarin1 kiran antioksidanlarin varligi: Biyolojik
membranlarda serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapan E vitamini kendi hidrojen
atomunu peroksi radikallerine vererek hidroperoksitlerin olusumuna yol acar. Bu
hidroperoksitler daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile kendilerine karsilik

gelen nontoksik hidroksi bilesiklerine ayrilmaktadir.

2.3.1.3. Sonlanma

Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleri ile olusturdugu basit selatlar
(Fe** ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobin igeren bazi demir proteinleri lipit
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma
reaksiyonlarinin iiriinlerini; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH,

ROH ve RCHO gruplarini iceren kisa zincirli yag asitleridir.
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Sekil 3. Biyomembranlarda serbest radikallerin uyardigi lipit peroksidasyonu [38].
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2.3.2. Biyolojik Sistemlerde Lipit Peroksidasyonunun Sonuclari

Lipit peroksidasyonu sonucu ag¢iga c¢ikan iiriinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri igeren yapisal proteinlerin oksidasyonu,
membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akigkanligin azalmasina neden
olmaktadir. Lipit hidroperoksitleri ve lipit peroksi radikalleri serbest oksijen radikalleri
gibi aym hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona girerek selliiller ve metabolik

fonksiyonlar {izerinde toksik etkilerini su sekilde gosterirler [38, 39].

e Membrana bagh reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol acarlar.

e Membranin salgilama fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

¢ Trans membran iyon gradiyentini bozarlar. Ca* gibi iyonlara karsi non spesifik
permeabiliteyi arttirirlar.

® Mitokondride oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkilerler.

e Mikrozomal enzim aktivitelerinde degisikliklere yol acarlar.

o Subselliiller organellerin (lizozom gibi) biitiinliigiiniin kaybolmasina neden
olurlar.
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararh etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar vardir.
Bu koruyucu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu Onlerken, bir kismi
ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini Onlemektedir. Bu islevleri yapan
maddelere genel olarak Antioksidanlar denir. Diger bir ifadeyle, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu ve bunlarin organizmada olusturdugu hasar1 dnlemek i¢in viicutta
sekillenen savunma mekanizmalarina Antioksidanlar veya Antioksidan Savunma

Sistemleri denir [12, 16].

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar etkilerini,
serbest radikallerin meydana gelisini onlemek ve mevcut olanlan etkisiz hale getirmek
suretiyle gostermektedirler [12]. Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit
edilebilen alt1 degisik mekanizma ile gosterirler. Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz

veya bir arada isleyebilmektedir [16, 27, 40].

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki iiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini 6nleyebilirler.

3. Membran lipitlerini direkt etkileyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni ('0y)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal {iriinlere cevirebilirler. C)megin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

5. Metal iyonlarim baglayarak, reaktif gruplarin (OH, Fe™/Fe*/0, kompleksleri gibi)

veya lipit peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu 6nleyebilirler.

6. Zinciri kirabilirler. Yani, zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini

onleyebilirler.
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Bir oksidatif zincirde antioksidanlar farkli basamaklarda etki gosterirler. Lipit
peroksidasyonunu (LPO) yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile 6nleyenler
"Koruyucu Antioksidanlar"olarak adlandirilir. Besinci mekanizma ile etki eden
antioksidanlar koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda tiiketilebilir ya da
tilketilemezler. Altinc1 mekanizma ile etki eden zincir kirici antioksidanlar ise

radikallerle kompleks yaptiklarinda kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler [16].

Antioksidanlar endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak iizere iki gruba

ayrilabildigi gibi enzim olanlar ve enzim olmayanlar seklinde de simiflandirilirlar [1, 2].

2.4.1. Endojen Antioksidanlar

2.4.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicrede, hiicresel karisikliklar azaltip, oksidatif strese neden olan etmenlerin etkilerini
yok ederek hiicrenin en uygun kosullarinda kalmasi i¢in ugrasan antioksidan enzim
sistemler mevcuttur. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferaz (GST),
Siiperoksit Dismiitaz  (SOD), Sitokrom Oksidaz ve Katalaz (CAT), lipit
peroksidasyonunu ve toksik oksijen radikallerini etkisiz hale getirebilen en 6nemli

antioksidan savunma sistemleri arasindadir [1, 16, 41].

2.4.1.1.A. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Ksenobiyotiklerin (yabanci maddeler) biyotransformasyonunda ¢nemli rol alan bir
enzimdir. GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok ©nemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. GST’lar temel olarak ksenobiyotik bilesiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin, pestisit ve herbisit gibi cevre Kkirleticilerin yer aldigi gruplarin

detoksifikasyonunda rol oynarlar [1, 21].

GST
ROOH + 2 GSH——» GSSG + ROH + H,O
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2.4.1.1.B Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px )

GSH-Px, hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayan ve yag asidi peroksitlerinin
alkollere doniisiimiinii katalize eden enzimdir. GSH-Px’in bu etkisiyle hiicresel ve
subselliiler membranlarin oksidatif etkiden korunmasini sagladigi belirtilmistir. GSH-Px

asagidaki reaksiyonlar1 katalizlemektedir [1, 21].

GSH-Px
H,O, + 2GSH——» GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH —— F p» GSSG + ROH + H,O

2.4.1.1.C. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)

Hidroperoksitlerin rediikte olmas1 esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG),
GSSG-R’m katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniisiir.
Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiyac vardir [1].

GSSG-R
GSSG + NADPH + H »  2GSH + NADP*

2.4.1.1.D. Siiperoksit Dismiitaz (SOD)

Bu enzim, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize
eder.
SOD
202+ 2H" —» H,0,+0;

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararh etkilerine kars1 korumaktir. Béylece lipit peroksidasyonunu inhibe

eder [1].
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2.4.1.1.E. Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin bir enzimi olup, asagidaki reaksiyonla siiperoksiti detoksifiye eder.
Oy +4e +4H'— % 2H,0

Fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden bu reaksiyonda siiperoksit iiretimi ¢cogu zaman

bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek

peroksitin zararh etkilerine engel olurlar [1].

2.4.1.1.F. Katalaz (CAT)

Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi, hiicreler i¢in zararli olan

hidrojen peroksiti suya ve oksijene pargalamaktir.

CAT
2H202 2H20 + 02

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi

kii¢iik molekiillere karsi olup, biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerine ise etki etmez
[1].

2.4.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

B- karoten, a- tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C), iirat, seruloplazmin,

sistein, miyoglobin, transferin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, albumin, methionin,

melatonin, karnozin ve glutatyon énemli nonenzimatik antioksidanlardir [12].
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2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin A, vitamin C, vitamin E, allopurinol, oksipurinol, folik asit, pterin aldehit,
adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuar
ilaglar, trolox-C (vitamin E anologu), mannitol, DMSO (Dimetil siilfoksit), sitokinler,
demir selatorleri ve mannitol eksojen antioksidanlardir. Vitamin E, vitamin C, tioller ve
karotenoidlerin serbest radikallerin zararli etkisi sonucu olusan doku ve makromolekiil
(DNA, lipit, protein) hasarina kars1 viicudu korudugu ve hiicrenin antioksidan sistemini
giiclendirdigi bildirilmistir. Vitamin E’nin bilinen en 6nemli fonksiyonlarindan birisi
antioksidan 6zelligi nedeniyle doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu dnlemesidir [34,

41].

Oksidatif stres sonucu meydana gelen oksidan maddelerin zararh etkilerinden korunmak
amaciyla sitokinler, barbitiiratlar, demir selatorleri, ksantin oksidaz inhibitorleri ve

mannitol gibi ajanlarin kullanim1 olduk¢a yaygindir [12].

Son yillarda oksidan maddelerin olumsuz etkilerinin azaltilmast veya ortadan
kaldirilmas1 yoniinde cesitli nonenzimatik antioksidan besinlerin tespiti yogunluk
kazanmistir. Bu besin maddelerinden biri de kefirdir. Kefir siitteki tiim besin dgelerini
icerir ve siite gore vitamin B, B, ve folik asit yoniinden zengindir. Kefirin antioksidatif
etkisinin yaninda antifungal, antibakteriyel, hipokolesterolemik ve immunmodiilator

etkisinin oldugu da belirtilmistir [10].

Cizelge 4. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi [2].

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit dismiitaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albumin
Katalaz (CAT) o - Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbik asit (vit C) Transferrin
Glutatyon-S-Transferaz (GST)  —Karoten Ferritin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Flavonoidler Laktoferrin
Fosfolipit hidroperoksit Urat Melatonin
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) Bilirubin Sistein
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2.5. Glutatyon (GSH)

[Ik kez 1890 yilinda “philothion” olarak adlandirilan glutatyon (gamma-glutamil-
sisteinil glisin) RH, formiilii ile gosterilmistir. Daha sonra bilesik glutatyon olarak
adlandirilmig, glutamat ve sisteinden olugsmus bir dipeptid oldugu ileri siiriilmiistiir.
1929 yilinda ise Kendall ve arkadaslarn tarafindan bugiinkii gamma-glutamil-sisteinil

glisin adiyla bilinen bir tripeptid oldugu bildirilmistir [42, 43].

Glutatyon (GSH) hemen hemen tiim aerobik canlilarda en yaygin olarak bulunan, diisiik
molekiil agirlikli intraselliiler tiyol bilesigi olup biitiin canli hiicrelerde milimolar (0.5-
10 mM), plazmada ise mikromolar (uM) derisimlerde bulunur. Tripeptid yapisinda olan
GSH molekiilii, gamma-glutamil kopriisii ve siilfidril grubu seklinde iki kisimdan

meydana gelmistir [42, 44].

Glisin (Gly) < CH)

4

sistein (Cys) 3 H

[

Glutarnat (Glu) < l!'Hw

Sekil 4. Glutatyon (GSH) molekiilii [45].
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Hiicre igerisinde belirli miktarlarda bulunan GSH’1n, protein ve DNA sentezi, transport,
enzim aktivitesi, metabolizma ve olusan oksidatif strese kars1 hiicre savunmasi gibi ¢cok
onemli biyolojik fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Cok yonlii fonksiyonlarinin
olmasindan dolaytr GSH, enzim mekanizmalari, makromolekiil biyosentezi, ara
metabolizma, 1ila¢ metabolizmasi, radyasyon, kanser toksisitesi, transport
mekanizmalari, immiinoloji, endokrinoloji ve yaslanma gibi degisik konularda yapilan

aragtirmalar icin 6nemli bir yer tutmaktadir [42, 43].

GSH bir cok reaksiyonda koenzim olarak gorev yaparken ilaglar ve diger yabanci
maddeler, metabolik aktivite sirasinda olusan Ostrojen, prostoglandin ve 16kositler gibi
bilesiklerle konjugatlar olusturarak metabolizma olaylarina katilmaktadir. Hiicre disina
taginabilen GSH membranda bulunan y-glutamil transpeptidaz (GGT) enziminin
etkisiyle aminoasitlerle birlesip bunlarin transportunda rol oynamaktadir. Tasinan GSH
hiicre membran1 ve yakin cevrelerinde olusan indirgenme tepkimelerine katilir,
plazmaya ve diger hiicrelere gegebilir. Bu bakimdan glutatyonun, sisteinin depo ve

transport formu oldugu diisiiniilmektedir [42, 44].

Glutatyonun biyosentezi, sitozolde iki asamada meydana gelmektedir.

I. Asama
v-Glutamilsistein
Glisin sentetaz
Glutamat + sistein + ATP —————————p  y-Glutamilsistein + ADP + Pi
M g+2
II. Asama
Glutatyon sentetaz
v-Glutamilsistein + glisin + ATP ————» y-Glutamil sisteinil glisin+ ADP+Pi

K

GSH hiicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesi amaciyla, Glutamil sistein sentetazi, non

allosterik feed-back inhibisyon yoluyla kontrol etmektedir [42, 44].

Glutatyon biyosentezinde inhibitor etkili bir bilesik olan biitionin siilfoksimin, Y-
glutamil sisteinil sentetaz enzimini inhibe eder. Bu bilesik glutamin sentetaz inhibitorii
olan metionin siilfoksim’in analogudur. Metionin siilfoksim, y-glutamil sistein sentetaz
enzimini de inhibe eder. Metionin siilfoksim, ATP tarafindan fosforillenerek enzimin

aktif bolgesine geri doniisiimsiiz olarak baglanir [42, 43].
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2.5.1. Glutatyon Metabolizmasi

GE3G

OKSIDASYONUN A \/ P

BASKILANMASI )
TEANSHIDROJENAZLAR {D FEDTRTAZ GLD

EROKSID&Z
R mapp®
(RS), W
GLUT&TYGN (GSH)

AQP D

9 5 TR_ANSFERALZLAR

- GLUTAMIL )’SENTETHZ @
SIKLUSU 4y N
y- GLL! CYSH

KONJUGASYON  TRANSPEPTIDAZ FEPTIDAT R
@ PROTEINLER

¥-GLU- cvs GLY

CYSH-GLY SENTETAZ O
CYS-6LY
I i CYSH
- - 1= ﬂ
PEPTIDAZ (3D y-GLU=a4
) 0 .!.nn P
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@E}TRANSPEPTIDAZ\ E} 5-OKSOPROLINLER ate
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¥-GLU-CYS X N-AC-CYS -X Y
(MEREAPTURAT)

Sekil 5. Glutatyon metabolizmasi [42].

AA: Aminoasitler, 1: y-glutamil sistein sentetaz, 2: GSH sentetaz, 3 ve 3a: y-glutamil
transpeptidaz, 4: y-glutamil siklotransferaz, 5: 5-Oksoprolinaz, 6 ve 6a: Dipeptidazlar,
7: GSH-S-Transferaz, 8: N-Asetilaz, 9: GSH Peroksidaz, 10: Transhidrojenazlar, 11:
Glutatyondisiilfit rediiktaz(GSSG), 12: O, tarafindan GSH’1n oksidasyonu.
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Glutatyon metabolizmasi genel olarak asagidaki sekilde 6zetlenebilir [42, 43].

GSH’un sentez ve yikimimi gosteren genel reaksiyonlar (Reaksiyon 1-5) arasindadir.
Gammaglutamil dongiisii olarak da adlandirilan Meister Dongiisii ile aminoasitlerin
hiicre zarindan transportu saglanir. Bu dongiide GSH, GSSG ve konjugatlarinin yikimi
membrana bagl bir enzim olan y-glutamil transpeptidaz (GGT) tarafindan baslatilir. Bu
reaksiyon sonunda y-glutamil aminoasitleri, y-glutamil glutatyon ve glutatyon meydana
gelir. y-glutamil aminoasitleri basta bobrek olmak iizere diger organ ve hiicrelere serbest

aminoasitlerden daha hizli tasinir.

GSH’un oksidasyonu (Reaksiyon 12) ya enzimatik olmayan sekilde ya da glutatyon
tiyol transferaz (Reaksiyon 10) ve glutatyon peroksidaz (Reaksiyon 9) enzimlerinin
aktivitelerine bagli olarak gerceklesir. Glutatyon disiilfit rediiktaz (Reaksiyon 11)
tarafindan katalizlenen reaksiyon ile GSH transferaz enzimleri i¢in substrat; peroksidaz

enzimleri ve tiyol transferazlar icin ise indirgeyici gii¢ saglamis olur.

Glutatyonun okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formlari, bazi endojen ve eksojen
bilesikler ile konjuge olurlar (Reaksiyon 7) ve olusan S-konjugatlarlarin glutamat
kalintilar1  y-glutamil transpeptidaz etkisi ile uzaklastinlirken (Reaksiyon 3)
parcalanmay1 takiben meydana gelen dipeptit (Reaksiyon 6) asetilasyon ile
merkapturat’a (Reaksiyon 8) doniisiir. Merkapturik asit sentezi olarak da bilinen bu yan

yol ile asetillenen bazi1 ilaglarin toksik etkileri GSH tarafindan ortadan kaldirilir.

Glutatyonun dokulardaki diizeyinin diizenlenmesinde y-glutamil transpeptidazin (GGT)
rolii oldugu diisiiniilmektedir. GSH’un karacigerdeki sentezi ile bobrek dokusundaki
GGT enzimi tarafindan yikimi arasinda bir denge vardir. Bu denge vasitasiyla GSH’ un

dolasimda sabit diizeylerde kalmasi saglanir.

29



2.5.2. Glutatyonun Biyokimyasal Onemi

Glutatyon metabolizmada meydana gelen serbest oksijen tiirlerinin yikici etkilerine
karsi hiicreleri koruyan en Onemli antioksidan maddelerden birisidir. Glutatyon
hiicrelerde okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formda bulunur ve antioksidan etkisini bu
iki form arasindaki dongiisii sirasinda gerceklestirmektedir. GSH un esas reaktif grubu
SH grubu, serbest radikallerin ortaklanmamis elektronu ile baglanarak radikal

olusumunu azalmaktadir.

Lipit peroksidasyonunun olusumu ile GSH konsantrasyonu azalirken, GSSG
konsantrasyonu yiikselir. Cevre, metabolizma ve bireye bagh bir cok faktoriin etkisiyle
organizmada oksidatif stres artabilir ve buna bagh olarak da serbest radikal olusumu
artar. Dolayisiyla hiicreleri bu serbest radikallerin yikici etkilerine karsi korumakla
gorevli GSH diizeyleri de degismektedir. Hiicrelerde oksidatif stres artarken genellikle

GSH diizeyleri diiser, bununla birlikte GSSG seviyeleri yiikselir [42, 43].

Glutatyonun organizmada iistlendigi biyolojik gorevler sunlardir;

¢ Endojen peroksitler ve serbest radikallerin yikimi

e Zararli bazi bilesiklerin detoksifikasyonunu saglamasi
® Aminoasitlerin membran transportunda yer almasi

¢ Proteinlerdeki —SH grubunu korumasi

e Bazi enzimler i¢in koenzim gérevi yapmasi

¢ Disiilfit degisim reaksiyonlarina katilmasi

2.5.3. Glutatyona Bagh Enzim Sistemleri

GSH, biyolojik materyallerde indirgenmis siilfiir kaynagi olarak bulunan bir bilesiktir.
Bu nedenle oksijen metabolizmasi sirasinda meydana gelen toksik ve reaktif bilesiklerin
detoksifikasyonunda GSH ve GSH’a bagh enzimlerin rolii biiyiilk olup, asagida
Sekil.6’da oldugu gibi Ozetlenebilir. GSH’un canli organizmada ¢ok onemli ve Kkilit

rolleri vardir [42, 44].
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O
II
G-S-C-R
A
Glikozilaz
Formaldehit Tiyolesteraz GS-SR
dehidrojenaz GS—S-Protein
A
v
Glu y-glutamil GSH
Gys dongiisii
Gly Glutatyon Tiyoltransferazlary
peroksidaz
v
Glutatyon Glutatyon
Transfraz rediiktaz GS—SG
GS-H

Sekil 6. Glutatyon (GSH)’a bagh enzim sistemleri [42, 44].

Tiyol gruplar hiicre icerisinde daima indirgenmis durumda bulunur. Sistein aminoasidi
ve CoA’nin protein sentezi ve bir takim enzimatik reaksiyonlar i¢in indirgenmis

durumda olmalan gerekir.

Tiyoltransferaz

RSSR + GSH =« RSSG + RSH

Tiyoltransferaz >
RSSG + GSH « GSSG + RSH

Formaldehit dehidrogenaz ve glikozilaza gelince, bu enzimler reaktif aldehitlerin
inaktivasyonunu katalizlerler. Reaksiyon esnasinda glutatyon tiyol grubu ile aldehit
arasinda bir tiyohemiasetal tiirevi meydana gelir. Glutatyon tiirevi enzimatik reaksiyon
ile bir tiyol estere donistiiriiliir. Bu doniisiimde aldehit grubunun yiikseltgenmesi,
karboksilik asit yiikseltgenme diizeyine esdegerdir. Kinetik calismalarina gore glutatyon
formaldehit dehidrogenaz enziminin katalitik mekanizmasinda esas aktivator olarak

goriilmektedir [44].
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2.5.4. Glutatyonun Tayin Yontemleri

2.5.4.1. Spektrofotometrik Yontem

Dokularda genis bir dagilim gosteren ve bazi 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip GSH
ve tiirevlerinin miktar tayini ¢alismalart GSH’un ilk kesfedildigi yillara dayanir. GSH
indirgenmis halde siilfidril ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olarak da disiilfit
gruplarina sahip iki sekilde bulunur [46]. GSSG’nin miktar tayini GSH’a gore daha
giictiir. Bunun nedeni de GSSG’nin normalde hiicreler icerisinde ve diisiik miktarlarda
bulunuyor olmasidir. GSSG’nin tayini genel olarak GSSG’nin kimyasal elektrolitik ve
enzimatik olarak indirgenip GSH’a doniistiiriilmesi ve olusan GSH iizerinde saptanmasi
esasina dayanir. Enzimatik indirgenme NADH veya NADPH tarafindan maya glutatyon
rediiktazi varliginda olusturulur. Daha sonra olusan GSH, 2-nitro-5-tiyobenzoik asit ile
kromoforik bir bilesik meydana getirir ve bu bilesigin 412 nm’de spektrofotometrik

olarak (ng) diizeyinde saptanmas1 miimkiindiir [44, 47].

2.5.4.2. HPLC Yontemi

GSH, izokratik ters faz HPLC metodu ile tiimor hiicrelerinden saglanan biyopsi
materyalinde Olciilebilmistir. Materyal siilfosalisilat ¢ozeltisi ile on islemden gegirilir.
GSH icin konjugatlarini elde etmek amaciyla monobromobiman kullanilir ve florosans
ozellikli GSH konjugatlar ters faz oktadesilsilan kolonundan elde edilir. izokratik
kosullar asetonitril/amonyum fosfat tamponu tetrabutilamonyum hidroksit ile saglanir

[44, 48].

2.5.4.3. Fluorometrik Yontem

GSH ve GSSG’nin fluorometrik tayinini oftalaldehit gibi bir florosans bilesik
kullanilarak gelistirilmistir. Bu yontemde, GSH OPT ile pH: 8 ve GSSG OPT ile
pH:12°de reaksiyona girer. GSH N-etilmaleimit ile kompleks meydana getirir. Bu
durumda GSSG ol¢iimiinde GSH’un girisimi engellenmis olur. Bu yontemde GSH ve
GSSG igin verim %91-100 oranindadir [44, 48].
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2.6. Mastitis

Mastitis, tim memeli hayvanlarda goriilebilen meme bezlerinde mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen yangili ve iltihabi bir meme hastaligidir. Siit veren biitiin
ineklerde goriilebilen bu hastalik, 6zellikle siit verimi yiiksek olan ineklerde daha fazla
goriilmekte olup, dolayisiyla bu tiir ineklerde daha ¢ok onem tasimaktadir. Hastalik siit
veriminin azalmasi, siit bilesiminin degisimi ve bozulmasi gibi belirtilerle dikkat ceker.
Ayrica meme loblarinda sicaklik artist, kizariklik ve sislik gibi belirli belirsiz bulgularla

kendisini gosterir [4].

Bat iilkelerinde yapilan arastirmalara gore, siit inekgiliginde endemik seyreden hayvan
hastaliklan igerisinde en fazla ekonomik kaybin mastitisten kaynaklandigimi ortaya
koymustur. Mastitis iilkemizde de goriilmekte olup, siit inekg¢iliginde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Diinyada ve iilkemizde mastitis {izerine bir ¢ok calisma
yapilmistir. Buna ragmen mastitis giiniimiizde siit inekgiliginin dnemli bir sorunu olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [49, 50].

2.6.1. Mastitisin Smiflandirilmasi

Mastitisler hastaligin seyri ve yangi belirtilerine gore degisik sekillerde simiflandirilir.
Ancak yapilan ¢alismalarda patolojik bulgulara gore mastitisler genel olarak, subklinik

ve klinik mastitis olarak siniflandirilmistir [51, 52].

2.6.1.1. Subklinik Mastitis

Gizli mastitis adim1 da verebilecegimiz bu olgular klinik mastitise gore cok daha
yaygindir. Siit inekgiligi yapilan isletmelerde karsilasilan en 6nemli problemlerden biri
olan subklinik mastitiste klinik olarak memede ve hayvanda higcbir belirti gbzlenemez.
Ancak laboratuar ¢aligmalan ile siitteki somatik hiicre sayisinin artis1 ve biyokimyasal
parametrelerin degisimleri belirlenerek subklinik mastitisin teshisine gidilebildigi ve

patojenik etkenlerin izolasyonlarinin yapildig bildirilmektedir [51, 52].
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D1s muayenelerde memelerde ve hayvanin genel durumunda higbir anormallik goze
carpmaz. Fakat yangili meme lobunun siit verimi diger loblara kiyasla belirli bir sekilde
azalmigtir. Subklinik mastitisler, memelerin tamamen normal goriiniiste olmasi ve siitiin
kalitesinde gozle goriilebilir bir bozukluk bulunmamasi nedeniyle, genellikle dikkatten
kacar. Halbuki, saglik acgisindan ve ekonomik acidan klinik mastitisten cok daha
onemlidir. Ciinkii subklinik mastitis dikkatten kactii icin sagim sirasinda mastitisli
ineklerden saglikli ineklere bulasabilecegi gibi zamanla mikroorganizmalarin artmasi
sonucu klinik mastitise doniisebilir. Subklinik mastitis vakalarinin yaklasik % 40’1

zaman i¢inde klinik mastitis vakasina doniigebilir [51].

2.6.1.2. Klinik Mastitis

Klinik mastitisten hayvanin genel durumunda halsizlik, istahsizlik, ates gibi genel
hastalik belirtileri goriilir. Memede sislik, kizariklik, agr1 ve biiyiikliik farkliliklart
vardir. Siitte kanli, irinli ve pihtili bir goriintii tespit edilir. Atesin hafif yiikselmesiyle
hastalik baglar. Bulagma siiresi 1-2 hafta kadar siirer. Meme siser ve sertlesir. Hizli bir
sekilde memede doku tahribati sekillenir ve siit salgisi1 azalir. Genelde siitiin goriiniisii
de normal degildir. Memeden Onceleri pihtili, iltihaph sonra su gibi akint1 gelir. Siit
sarimtirak bir renk alir. Klinik mastitisin kroniklesmis seklinde yangili meme lobu
sertlesir, hasta memenin siitii iyice azalir veya hi¢ gelmez ve sonucta meme korlesir

[51].

2.6.2. Mastitise Neden Olan Faktorler

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hayvancilik sektdriinde Oonemli ekonomik
kayiplara neden olan mastitise bir cok faktor neden olmaktadir. Ancak, mastitis daha
cok patojen mikroorganizmalar, hayvandan kaynaklanan faktorler ve cevresel faktorler
gibi ii¢ ana faktoriin karsilikli etkilesimi sonucu sekillenmektedir. Olumsuz cevre

kosullart hayvanin direng giiciinii agtig1 zaman mastitis ortaya ¢ikmaktadir [53].
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2.6.2.1. Mikroorganizmalar

Bir ¢ok mastitiste hastaligin esas nedeni mikroorganizmalardir. Yapilan arastirmalar
50’nin iizerinde bakteri tiiriiniin ve 20’den fazla mantar tiiriiniin mastitisin olusumuna
neden oldugunu gostermektedir. Bu etkenlerden 6nemli olanlarimi bakteriler, viriisler,

mantarlar ve mayalar olarak siralamak miimkiindiir [4, 54].
Mikroorganizmalarin parankim dokusuna ulagsmalar su sekilde gerceklesir [4].

1. Meme bas1 deligi, meme basi kanali, meme bas1 siniisii, siniis laktiferus ve
duktus laktiferus yolu ile memeye ulasan bulugsma yolu ile meydana gelen
mastitisler (Galaktojen enfeksiyon).

2. Meme bas1 ve meme derisinin doku biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu meydana
gelen mastitisler (Yara enfeksiyonu).

3. Organizmanin herhangi bir yerindeki bilinen veya gizli bir enfeksiyon
kaynagindan koken alan, kan, lenf ve diger yollarla memeye ulasan bulasim

yollar1 ile meydana gelen mastitisler (Hematojen mastitis).

Bulagmada birinci yol ¢cogunlukta ve onem teskil etmektedir. Arastirmacilar, gerek elle
sagim ve gerekse makine ile sagim sonunda mikroorganizmalarin sagimin bitmesinden
hemen sonra meme basi deliginden igeri girdiklerini bildirmektedir. Béylece memeye
giren mikroorganizmalar, meme lobunun alt kismindaki sekretorik dokuda ve siit
kanallarinda ¢ogalmaya baslar. Enfeksiyon daha sonra buradan biitiin memeye yayilir.
Enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar yerlestigi yerlerde asit, toksin ve irritan

maddeler salgilayarak yangisal tepkilerin meydana gelmesine neden olurlar.
Bu nedenle mastitisin meydana gelmesi 0zet olarak ii¢ asamada meydana gelir [4].

1. Hastalik etkenlerinin memeye girmesi (Invazyon donemi).

2. Siit kanallar1 meme dokularina ulasan etkenlerin cogalmasi ve meme dokusunu

istila etmesi (Enfeksiyon donemi)

3. Memenin hastalik etkenlerine ve bunlarin toksinlerine kars1i reaksiyon

gostermesi (Yangi donemi).
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2.6.2.2. Hayvandan Kaynaklanan Faktorler

Meme ve meme basi yaralanmalari, kaliim ve 1rk, hayvanin yasi, yiiksek siit verimi gibi

durumlar mastitisin olusumda etkili faktorlerdendir. Bunlar1 kisaca aciklayalim [4, 55].

2.6.2.2.A. Meme ve Meme Bas1 Yaralanmalari

Anatomik olarak normal ve saglam olan bir meme kanali mikroorganizmalarin meme
icine gegmesine mani olur. Meme loblarinda ve meme baslarinda olusan kesik yaralari,
travma ve ezikler memenin normal yapisim bozarlar. Boylece hastalik etkenleri
memeye girerek hastalik olustururlar. Ayrica memelerin biiyilkk ve sarkik olusu da

mastitisin olusumuna zemin hazirlar.

2.6.2.2.B. Kalitim ve Irk

Saf kan hayvanlarda, tek yonlii verim elde etmek i¢in yetistirilen hayvanlarda daha ¢ok
goriiliir. Siit ineklerinde kalittmla mastitis arasinda dogru bir oranti bulunmaktadir.
Jersey ki inekler gerek mastitis gerekse meme basi bozukluklar1 bakimindan Siyah-

Beyaz wrklarla Danimarka Kirmizilarindan daha sagliklidir.

2.6.2.2.C. Hayvanin Yas1

Yapilan arastirmalar yas ilerledikce mastitisin arttigim1 ortaya koymustur. Geng
hayvanlarda meme basi kanalinin dar ve gevsememis olmasi mikroorganizmalarin
memeye girisini engeller. Ancak yash hayvanlarda meme basi sfinkterlerinin gevsemesi

sonucu mikroorganizmalar memeye kolaylikla girerek mastitise neden olmaktadir.

2.6.2.2.D. Yiiksek Siit Verimi

Yiiksek siit verimine sahip ineklerde meme loblar1 verdikleri siit miktarina bagl olarak
bilylir ve gelisir. Boylece biiyilyen memeler yaralanmalara ve travmalara daha ¢ok

maruz kalacagindan mastitis goriilme orani bu tip ineklerde daha fazladir.
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2.6.2.3. Cevresel Faktorler

Beslenme, barmaklarin yapisi ve hijyeni, hava sartlari, sagim makineleri, hatali elle
sagim, buzagi emzirtme, eksik sagim, stres, yiiksek Ostrojenik etki gibi faktorler

mastitisin meydana gelmesinde etkili olan ¢evresel faktorlerdir [4, 55].

2.6.3. Mastitisin Neden Oldugu Kayiplar

Mastitis, siit inek¢iligi yapilan igletmelerde en fazla ekonomik kayba neden olan hayvan
hastaliklardan biridir. Ulkemiz siit inekgiligi tiim diinyada oldugu gibi mastitisten

olumsuz etkilenmektedir. Mastitisin neden oldugu kayiplar sunlardir [4].

e Hasta olan meme loblar1 diger saglam meme loblarina oranla daha az siit
verirler. Bazen halkin meme kor oldu deyimi gibi hig siit alinmayabilir. Bu siit

verimini etkileyen dnemli bir kayiptir.

¢ Bazi durumlarda mastitisli olgularda meme bozuklugu ve siit verimi diistikliigii
yani sira hayvanin genel durumu da bozulur. Gangrenli mastitisler zamaninda

tedavi edilmezse 6liime sebep olur.

® Mastitisli siitler degerini kaybeder. Bu tiir siitlerde yag oram diiger. Siit iiriinleri
imalatinda randiman alinmaz. Peynir ve yogurt yapiminda mayalanma

sekillenmez.

e Hasta memelere tedavi sirasinda Odenecek veteriner hekimlik hizmetleri bedeli

ve ila¢ masraflar tutar kiicimsenmemelidir.

e Mastitisli siitler insan sagligi icin zararhdir. Kontrolsiiz olarak tiiketime
sunulan ve insan sagligin1 bozan mastitisli siitlerin yol actig1 zarar ¢cok 6nemli

ve iizerinde ciddi bir sekilde durulmasi gereken bir konudur.
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2.6.4. Mastitisten Korunma Yollar1

Siit ineklerini mastitisten korumanin en gecerli yolu; iyi bakim ve beslenme, iyi sagim,

temizlik ve saglik kurallarina 6zen gostermek, asilama, siiriideki mastitisli hayvanlar

ayirmak ve hemen tedavi etmektir.

Mastitisten korunmak i¢in alinmasi gereken tedbirler sunlardir [51].

1.

Althig1 ve ahin dezenfekte etmek (Bunun i¢in sénmemis kire¢ en uygundur)

Siit ineklerinin altina daima kuru altlik sermek,

. Makine ile sagimda, makine bakimini diizenli yaptirmak,

Sagimu giiniin belirli saatlerinde diizenli olarak yapmak,

Elle sagimda, sagima baslamadan 6nce memelerin ve ellerin temizligine dikkat

etmek, her inegin sagimindan sonra elleri ilach su ile yikamak,

Sagimdan sonra memeyi mutlaka dezenfektanli suyla yikamak ve kurulamak,

Yasli hayvanlarin meme bas1 biiziicii kaslart gevsek oldugundan daha sik

yakalanir. Bunun i¢in yashlar ile gen¢ hayvanlar ayn yerlerde barindirilmalidir,

Belirli araliklarla veteriner hekim tarafinda genel saglik kontrolii yapilmalidir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL

3.1.1. Hayvan Materyali:

Bu aragtirmada Kars ve Ardahan yoresindeki degisik kdylerde halk elinde yetistirilen,
yaslar 3 ile 7 arasinda degisen 20 saglikli ve 20 mastitisli olmak iizere toplam 40 tane
inek kullanildi. ineklerin mastitisli olup, olmadiklar1 Kaliforniya Mastitis Testi (CMT)

ile belirlendi.

Mastitisli ve saglikli inekler belirlendikten sonra Vena jugularis’ten 10 ml’lik EDTA’l1
tiiplere alinan kan ornekleri buz cantasinda laboratuvara getirildi. Daha sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek {iistte kalan plazma kismi kapakli polipropilen
tiplere alindi. Alinan bu plazmalar, plazmada lipit peroksidasyon (MDA) diizeyleri
belirleninceye kadar —20 °C’de deep freeze’de saklandi. Plazma kismi1 ayrildiktan sonra
altta kalan kirmizi kan hiicreleri ii¢ defa serum fizyolojik ile yikanarak eritrosit paketleri
yapildi. Bu eritrosit paketleri yine kapakli polipropilen tiiplere alind1 ve eritrosit GSH

diizeyleri belirleninceye kadar —20 “C’de deep freeze’de saklandi.

3.1.2. Calismada Kullamilan Aletler

e Spektrofotometre (Tecan Spectre 111, A 5082, Uniequip, Austria)
e Vorteks (Velp Scientifica, ZX3, Italy)

e Santrifiij (Helius, Germany)

e Calkalayict (Heidolph promax 2020, Germany)

e Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)

e PH metre (Orion, 420 A, USA)

e Manyetik karistiric1 (Niive, MK 318, Tiirkiye)

¢ Derin dondurucu (Argelik, 2560, Tiirkiye)

® Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)
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e Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul, Ependorf,
Varipette 4710, Germany)

¢ [sis1 ayarlanabilir su banyosu (Clifton, England)

3.1.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeleri

¢ Etanol (Merck)

¢ Butulated hidroxy toluen (BHT) (Merck)
e TBA (Sigma)

e TCA (Merck)

e DTNB (Sigma)

e Perchloric acid %60 (Merck)

e Trisma (Merck)

¢ K,HPO, (Merck)

e KH,PO4 (Merck)

e KCI (Merck)

e NaOH (Merck)

e Na,HPO, (Merck)

e Vakumlu ve EDTA’l1 kan alma tiipleri ve igneleri (MN-2138M)
¢ 1,5 mI’'lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
e Otomatik pipet ug¢lar

¢ 10 mI’'lik cam ve poly etilen santrifiij tiipleri

3.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler

- GSH Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu / 0.15 M KClI ¢ozeltisi (pH: 7,4)
17.418 g K,HPO,

13.609 g KH,PO4

0.15M  KCI (11.475 g/L cozeltisinde 1 L’ye tamamlanir)

Cozeltinin pH’s1 NaOH ile manyetik karistiricida pH: 7.4’e ayarlanir.
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5 uM DTNB Cozeltisi (Ditiobisnitrobenzoik asit)
* 0,99 mg DTNB

¢ Distile su ile 500 ml’ye tamamlanir.

GSH Standartlar
20, 50, 75, 100 mg/dl GSH olacak sekilde distile suda deney giinii hazirlandi.

S uM EDTA Cozeltisi

%5’lik TCA Cozeltisi
e 5mgTCA

e Distile suile 100 ml’ye tamamlanuir.
- MDA Olciimiinde Kullamilan Cozeltiler

Fosfat Tamponu ile Tamponlanmis Serum Fizyolojik (pH: 7,4)
e &.1grNaCl
e 2.302 gr Na,HPO,4
e 1000 ml distile su

BHT Cozeltisi (% 0.88)
e 88 mg BHT tartilip

¢ 10 ml mutlak alkol icerisinde eritilir.

TCA Cozeltisi (%30)
e 30grTCA

¢ Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

EDTA Cozeltisi (0.1 M)
o 37.224 gr EDTA-Na; 2H,0 tartilip

e Distile suilel It’ye tamamlanir.
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TBA Cozeltisi (% 1’lik)
e 1grTBA
e 100 ml 0.05 N NaOH

NaOH Cozeltisi (0.05 N)
e 2 gr NaOH

e Distile suilel It’ye tamamlanir.

3.2. METOD

Uygulanan metodlarin rutin hale getirilmesi i¢in arastirmaya baslamadan once gerekli
on calismalar yapildi. Arastirmadan daha iyi sonuglarin alinmas1 amaciyla en duyarl
metodlarin kullanilmasia calisildi. Hemolizat hazirlanmasi metodlarda belirtildigi

sekilde yapildi.

3.2.1. Plazma Lipit Peroksidasyonu (MDA) Tayini

Plazmada lipit peroksidasyonu (MDA) belirlemek icin Ohkawa ve ark.[56] nin

tamimladig spektrofotometrik yontem kullanildi.

3.2.1.1. Prensip

pH’nin 3.4 oldugu aerobik bir ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile plazmanin 100
°C’de inkiibasyonu, lipit peroksidasyonunun sekonder bir iiriinii olan malondialdehidi
(MDA) olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks yapar.
Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iimii ile lipit peroksidasyonu

saptanir.

Standart egri ¢izimi i¢in 1, 1, 3, 3 tetraethoxypropane’den 10ul alindi. Daha sonra 10 ml
absolut ethanolde coziilerek +4 °C’de koyu bir sisede saklandi. Bu stok ¢ozeltiden farkli
konsantrasyonlarda calisma cozeltileri hazirlanarak standart egri cizildi. Belirlenen

absorbans degerleri MDA standart egrisinden nmol/ml olarak hesaplandi.

42



3.2.1.2. Metod

0.2 ml numune iizerine 0.8 ml fosfat tamponu, 0.025 ml BHT ve 0.5 ml %30’luk TCA
eklendi. Tiipler vorteks ile karistirilir ve iki saat buzda bekletildi. Daha sonra 2000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 1 ml alinarak bagka bir tiipe aktarildu.
Uzerine 0.075 ml 0.1 M’lik EDTA ve 0.25 ml %1°lik TBA eklendi. Tiipler karistirilip
su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 532 nm’de
absorbanslart okundu. Bir antioksidan olan BHT, 6l¢iim sirasinda hatali yiiksek TBA

reaktivitesi ile sonuglanabilecek MDA olusumunu dnlemek i¢in kullanildi.

3.2.2. Eritrositte GSH Tayini

Eritrositte GSH diizeylerini belirlemek icin Sedlak ve Lindsay [57]'m tanimladigi

spektrofotometrik yontem kullanildi.

3.2.2.1. Prensip

GSH’nin siilfidril grubunun asitte ¢oziinerek, tiyol grubunun enzimatik veya kimyasal
islemler ile Olciilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur. Belirlenen

absorbans degerleri GSH standart egrisinden umol/ml red blood cell (RBC) olarak

hesaplandi.
3.2.2.2. Metod
Kor Tiipii Deney Tiipii
Hemolizat - 100 pl
Fosfat Tamponu 1 ml 1 ml
DTNB 0.125 pl 0.125 pl
Distile su 100 pl -
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Yukanida belirtildigi sekilde calisildi ve karisimlar 3-4 dakika icerisinde 412 nm’de
okundu. GSH standartlar1 da aym protokol gerceklestirilerek calisildi ve standart egri

cizilerek miktar tayini yapildi.

3.3. Istatistiksel Hesaplamalar

MINITAB for Windows Release 12.1 bilgisayar programi kullanilarak gruplar

arasindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemliligi 2-Sample t- testi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Onemli bir hayvan hastalif1 olan mastitisin, ineklerde kan lipit peroksidasyonu (MDA)
ve GSH diizeylerini nasil degistirdigini arastirmak i¢in yapilan bu ¢alismada kontrol ve
deney grubu olarak iki gruba ayrilan ineklerde eritrosit GSH ve plazma MDA
diizeylerinin her bir inekteki ortalama ve standart sapmalan sirasiyla ¢izelge 5’de

sunulmustur.

Calismada mastitisli ve saglikli gruplar karsilastirildiginda, saglikli grupta GSH degeri
1,39 £ 0,02 pumol/ml, mastitisli grupta ise 1,33 £+ 0,03 umol/ml olarak tespit edilmistir.
Yine saglikli grupta MDA degeri 4,55 + 0,20 nmol/ml iken mastitisli grupta 5,26 +

0,40 nmol/ml olarak bulunmus ve ¢izelge 6’da verilmistir.

Mastitisli grubun eritrosit GSH diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis (p<0,001) gostermistir. Ayn1 sekilde mastitisli grubunun plazma

MDA diizeyleri kontrol grubuna gére anlamh bir artis (p<0,001) gostermistir.
Kontrol ve deney gruplarina ait eritrosit GSH ve plazma MDA diizeylerinin ortalama,

standart hata ve gruplar arasindaki 6nemi ¢izelge 6’da sunulmustur. Ayrica gruplar arasi

GSH ve MDA diizeylerinin grafiksel olarak degisimi ise Sekil 7 ve 8 de belirtilmistir.
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Cizelge 5. Kontrol ve deney grubuna ait GSH ve MDA diizeyleri

KONTROL GRUBU
Ornek GSH MDA
No (umol/ml | (nmol/ml

1 1,35 4,86
2 1,35 4,75
3 1,39 4,35
4 1,39 4,46
5 1,38 4,38
6 1,36 4,78
7 1,41 4,57
8 1,43 4,35
9 1,42 4,46
10 1,39 4,42
11 1,40 4,38
12 1,39 4,71
13 1,38 4,75
14 1,36 4,86
15 1,42 4,31
16 1,37 4,64
17 1,37 4,75
18 1,38 4,57
19 1,42 4,38
20 1,43 4,24
Ort = SH | 1,39 + 0,02 | 4,55 + 0,20
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DENEY GRUBU
Ornek GSH MDA
No (pmol/ml | (nmol/ml
1 1,37 4,82
2 1,29 5,87
3 1,32 5,40
4 1,33 5,29
5 1,34 4,86
6 1,31 5,43
7 1,35 4,96
8 1,37 4,56
9 1,30 5,40
10 1,38 4,82
11 1,33 5,33
12 1,29 5,83
13 1,34 5,00
14 1,31 5,36
15 1,36 4,82
16 1,30 5,91
17 1,32 5,43
18 1,29 5,87
19 1,37 4,93
20 1,33 5,33
Ort + SH 1,33 + 0,03 | 5,26 + 0,40




Cizelge 6. Kontrol ve deney gruplarina ait GSH ve MDA degerlerinin istatistiksel
olarak karsilastirllmasi ( X+SD: Ortalama + Standart Sapma)

GRUPLAR GSH MDA
(N =40) (umol/ml) (nmol/ml)
Kontrol Grubu X +SD X +SD
(n =20) 1,39 £ 0,02 4,55 +0,20
Deney Grubu 1,33 0,03 5,26 + 0,40%
(n =20)

* 1 p< 0,001 N : Toplam hayvan sayis1 n : Her gruptaki hayvan sayisi

£ KONTROL & DENEY

—_
[¢;]

—_
n
!

o
©
!

GSH (pmol/ml)
o
»

o
w
.

0

Sekil 7. Kontrol ve deney gruplarina gére GSH diizeyleri
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Sekil 8. Kontrol ve deney gruplaria gore MDA diizeyleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Siit sigirciliginda sik goriilen ve 6nemli bir yangisal hastalik olan mastitis, tiim diinyada
oldugu gibi iilkemiz hayvancilifinda da biiyiilk oranda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bunun i¢in mastitisin erken teshis edilmesi, uygun tedavinin ve korunma

yontemlerinin uygulanmasi 6nerilmektedir [58].

Farkl tiirlerde, yangisal hastaliklarda yanginin gelisimi ve ilerlemesinde serbest radikal
olusumunun direkt ve indirekt bir rol oynadigin1 gosteren ¢ok sayida arastirma

bulunmaktadir [59, 60, 61].

Serbest radikallerin artmasi sonucu hiicrelerde lipit peroksidasyonunun olusturdugu
oksidatif hasara bagli olarak, hiicre membran biitiinliigiiniin bozuldugu, DNA
zincirlerinde kopma oldugu, proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin degistigi bildirilmekte
ve sonug olarak cesitli biyolojik indikatorlerin diizeylerinde artis meydana geldigi, soz
konusu modifikasyonlarin, yangi olusumuyla birlikte ortaya ¢ikan klasik bulgularla
iliskili oldugu ifade edilmektedir [61, 62].

Bu ¢alismada, mastitisin ineklerde lipit peroksidasyonu (MDA) ve GSH diizeylerini ne
Olctide etkileyebilecegi ile hayvanlarda teshis ve tedavinin erken yapilmasinda

biyokimyasal parametrelerin 6nemini tartismak amag¢lanmistir.

Calismada mastitisli ve saglikli gruplar karsilastirildiginda, saglikli grupta GSH degeri
1,39 £ 0,02 pumol/ml, mastitisli grupta ise 1,33 + 0,03 umol/ml olarak tespit edilmistir.
Yine saglikli grupta MDA degeri 4,55 + 0,20 nmol/ml iken mastitisli grupta 5,26 +

0,40 nmol/ml olarak bulunmustur.

Incelenen literatiirlerde mastitis hastalig: ile lipit peroksidasyonu (MDA) ve GSH
arasindaki iligkiyi arastiran birka¢ yayindan bagka bir yayina rastlanmamistir. Bu
nedenle mastitis ve yangisal hastaliklarin semptom ve sagaltim yontemlerinin benzerligi
gbz Oniinde bulundurularak tartisma yangisal hastaliklarla ilgili literatiirlerle

desteklenmistir.
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GSH, serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerine karsi koruma
saglayan ve sayisiz hiicresel fonksiyonlara sahip olan 6nemli endojen bir antioksidandir

[63].

Bazi aragtirmacilar [59, 64] mastitisli ineklerde GSH seviyesinin saglikli ineklere oranla
daha diisikk oldugunu bildirmektedirler. Mastitis olgularinda yangiya bagli olarak
meydana gelen serbest radikallerin etkisi sonucu antioksidan kullanimi artmakta, bunun
sonucunda da antioksidanlarin diizeyleri azalmaktadir. Bu ¢alisma, mastitisli ineklerde
GSH degerleri kontrollerle kiyaslandiginda yapilan oOnceki calismalarla paralellik

gostermektedir.

Atroshi ve ark. [65] mastitisli ve saglikli inekler {izerinde yaptiklar bir ¢alismada,

mastitisli olgularda kontrollere oranla GSH diizeyinin azaldigimi saptamiglardir.

MDA, arakidonik asidin enzim oksijenasyonu sirasinda iiretilen, oksidatif lipit
dejenerasyonunun bir iiriiniidiir [66]. Literatiirlere gore [59, 64], mastitisli ineklerde
MDA degerlerinin saglikli ineklere oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
calismada elde edilen MDA degerleri de literatiir ¢alismalariyla benzerlik

gostermektedir.

Diindar ve ark. [67] saglikli ve mastitisli ineklerde kan MDA diizeyi farkim 6nemli
bulurken, siit MDA diizeyini farkini ise dnemsiz bulmuslardir. Bagka bir arastirmada ise
saglikli ve mastitisli koyunlar arasinda plazma MDA diizeyi farki dnemsiz bulunmustur
[68]. Saglikli ve mastitisli gruplarda plazma MDA diizeyi arastirmacilarin [67]
bildirimleri ile uygunluk gosterirken, diger arastirmacilarin [68] bildirimleri ile benzer

degildir.
Meme bezi yangilarinda fagositik hiicrelerin yangi yerine gogii sonucu aktivitelerine

bagh olarak daha fazla oksijen kullanilmasiyla lipit peroksidasyonu olugmakta ve lipit

peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA diizeyi artmaktadir [69].
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Lipit peroksidasyonu sonucu olusan iiriinler, kuvvetli bir antioksidan olan GSH
tarafindan peroksidasyonun erken donemlerinde zar fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamaisg
yag asitlerini koruyarak oksidatif strese karst  savunma hattim olusturmasiyla

onlenmektedir [70].

Simsek ve ark. [70] yaptiklar1 bir arastirmada saglikli ve mastitisli gruplar arasindaki
farki istatistiksel olarak plazma MDA ve eritrosit GSH icin (p< 0,001) diizeyinde
anlamli bulmuslardir. Yapilan bu calismada da mastitisli ve saglikli gruplar arasinda
fark istatistiksel olarak plazma MDA ve eritrosit GSH i¢in (p<0,001) diizeylerinde

onemli bulundu.

Giirgoze ve ark. [61] saglikli ve bursitis prekarpalisli sigirlar iizerinde yaptiklar bir
calismada, bursitis prekarpalisli sigirlarda saglikli sigirlara oranla GSH diizeylerinin

azaldigi, plazma MDA diizeylerinin ise arttigini saptamiglardir.

Sindak ve ark. [71] saglikli ve cesitli ayak hastaligi olan sigirlar tizerinde yaptiklar bir
calismada ise degisik ayak hastalifi olan sigirlarin, saglikli sigirlarla kiyaslandiginda

plazma MDA diizeylerinde 6nemli bir artisin meydana geldigini saptamiglardir.

Sonug olarak bu aragtirmada, mastitisli ineklerde lipit peroksidasyonunun bir iiriinii olan
MDA ve 6nemli bir endojen antioksidan olan GSH diizeylerinde 6nemli degisikliklerin
oldugu saptandi. Bu ayn1 zamanda mastitisin erken teshis ve tedavisi ya da diger

hayvanlara bulasmasin 6énlemek acisindan da onemlidir.
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