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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

Oldukca hassas ve karmagsik bir dengeden olusan ekosistemde aerobik

canlilarin en ¢ok ihtiya¢ duyduklar1 oksijenin, olumsuz etkileri de olabilmektedir.

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikaller, canlilarda yaslanma,
kanser ve hiicre 6limii gibi bircok olumsuz etkilere sebep olur ve organizmanin
dengesini bozarlar. Bozulan dengeyi diizeltmek ve olusan serbest radikallerin etkisini
ortadan kaldirmak i¢in savunma mekanizmasi ve antioksidan sistemler devreye girer

(1,8,14).

Yapilan bu calisma ile Kars ilinde halk elinde yetistirilen giivercinlerde,
serum MDA ve tam kan GSH diizeylerinin normal araliklarmin saptanmasi

amagclanmustir.

1.1 Oksidatif Stres ve Serbest Radikallerin Tanimi

Oksidatif stres, canlilarin sahip oldugu antioksidan savunma sistemi ile lipit
peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasidir

(14,20).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip,
kimyasal aktifligi olduk¢a yliksek maddelerdir. Molekiil agirliklar1 diisiik ve aktif
molekiiller olduklarindan kisa omiirlii olan serbest radikaller basit bir atom ya da

kompleks bir organik molekiil olabilir (14).

Elementlerin  birgogu atomik yapilarinda ortaklanmamis elektron

igcerdiklerinden, dogada atom seklinde degil de molekiiler sekilde bulunurlar (14,20).

: ® —= COrtaldanmarmg elektron

L

Sekil-1 Ortaklanmamis Elektron (14)



Serbest radikaller agagidaki sekilde siniflandirilir (2)
a) Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Stiperoksit radikali (O2") Ozon (O3)

Hidrojen peroksit (H20,) Hidroksil radikali (OH')
Hipoklorik asit (HOCI) Alkoksil radikali (RO)
Peroksil radikali (ROO") Hidroperoksil radikali (ROOH")
Singlet oksijen (*05)

b) Reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
Nitrik oksit (NO) Nitrik dioksit (NO2)
Peroksinitrik (ONOO")

¢) Reaktif siilfiir tiirleri (RST)

Tiyil radikali (RS’)

1.2  Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikaller, canlilarda normal biyolojik fonksiyonlarin yani sira

oksidatif stres yapict durumlar ve yaslanmaya bagli olarak ta meydana

gelebilmektedir (8).



Tablo-1 Canlilarda Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklar1 (8)

I-Normal biyolojik
15lemler

1 - Oksyjenl solunum

2 - Katabolik ve anabolik 15lemler

II-Oksidatif  stres
vapici durumlar

1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -
intoksikasyon

2 - Ksenobiotik maddelernin etkisi

a. Inhale edilenler

b. Aliskanlik vapan maddeler

c. Iaclar

3 - Oksidan enzimler

a. Ksantmn oksidaz

b. Indolamin dioksigenaz

c. Triptofan dicksigenaz

d. Galaktoz oksidaz

e. Siklooksigenaz

f. Lipooksigenaz

g. Monoamino oksidaz

4 - Stres 1le artan katekolaminlerin oksidasyonu

3- Fagositik mflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(ndtrofil, monosit, makrofaj. eosinofil, endotelyal
hiicreler)

6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak goku, giines 1511, sigara

III-Yaglanma siireci

1.3 Serbest Radikallerin Olusumu

Canli metabolizmasinda bir¢ok fiziksel ve kimyasal nedenlere bagli olarak

hiicresel seviyede serbest radikaller olugmaktadir. Serbest radikal olusumu fic¢

kimyasal mekanizma ile agiklanmaktadir (20).

1.3.1 Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi

Yiiksek sicaklik (500-600°C) ve yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisinda bulunan
her iki elektron ayri atomlar iizerinde kalirsa bu kirilmaya homolitik kirilma
denilmekte ve sonug¢ olarak her iki atom {izerinde ortaklanmamis elektron

kalmaktadir. Organik molekiillerde baglarin heterolitik kirilmas1 sonucunda zit yiiklii

iyon giftleri olan reaktifler olusmaktadir (7,14,20).




Homolitik . .

A—Y e A+ X

Kovalent hag Emmlma  Radikal Radikal

Sekil-2 Baglarin Homolitik Kirtilmasi (15)

v A Heterolitik Y+ " A veya vy A+

Kovalent hag Eirlma EKatyon Anyon Anyon  Katyon

Sekil-3 Baglarin Heterolitik Kirtlmasi (7)

1.3.2 Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi

Serbest radikal Ozelligi tasimayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi
sonucunda dis orbitalinde ortaklanmamis elektron kalmakta ve serbest radikal
olusmaktadir (22). Ornegin hiicresel antioksidanlar olan askorbik asit, glutatyon
(GSH) ve tokoferoller (E vitamini) serbest radikallere tek elektronlarini vererek
indirgerler. Bu kimyasal reaksiyon sonucunda hiicresel antioksidanlarin radikal
formlar1 olugsmaktadir. GSH serbest radikalleri indirgedikten sonra tiyil (GS) radikal
formu, iki tiyil radikal formunun kimyasal tepkimesi sonucunda glutatyonun
oksitlenmis formu (GSSG) olusur (1,7,20).

GSH-Px
H,0, + 2 GSH ——— GSSG + 2 H,0

GSH-Px
ROOH +2 GSH ——— GS8G + ROH + H,O

Sekil-4 Oksitlenmis Glutatyonun Olusumu (7,3)



1.3.3 Normal Bir Molekiile Elektron Transferi

Radikal o6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis
orbitalinde paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal
olusumuna sebep olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi,
stiperoksit radikalinin (O;") olusumuna neden olur. Siiperoksit radikalinin
olusumundaki artis, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom merkezli

radikallerin olusumu igi tetik fonksiyonu goriir (7,20).

1.4 Serbest Oksijen Radikalleri

Ekosistemde bulunan oksijen, canlilarda yapisal ve fonksiyonel olarak 6nem
arz eder. Hidrojen, kiikiirt, nitrojen ve karbon ile birlikte oksijen, organik
molekiillerin temel yapisal taglarini olustururlar. Oksijenin aerobik canlilarin enerji
metabolizmasindaki rolii hayati bir 6neme sahiptir. Hiicre ve dokularin yapisinda

bulunan oksijeni, insanlar ve hayvanlar enzimatik olarak kullanabilmektedirler (20).

Canli organizmada hayati dneme sahip olan oksijenin toksik etkisi de vardir.

Bu etki baslica iki mekanizma ile ger¢eklesmektedir.

a- Molekiiler oksijenin bazi enzimleri inhibe etmesi
Oksijen, nitrojenaz enzimleri ve ribuloz bifosfat karboksilazi kompetitif
olarak inhibe eder. Oksijenin kendisinden kaynaklanan bu inhibitor etki

sinirl sayida enzimde goriilmiistiir ve reaksiyon hizi da zayiftir.

b- Molekiiler oksijenin metabolizmada kullanilmas1 sirasinda meydana

gelen oksijen radikallerinden kaynaklanmaktadir (20).
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Sekil-5 Serbest Radikallerin Olusumunda Oksijenin Rolii ve Bazi Antioksidan

Savunma Mekanizmalari (36)

Reaktif oksijen tiirleri asagidaki sekilde siniflandirilirlar (8).
a- Radikaller
- Siiperoksit radikali ( O;)
- Hidroksil radikali ( "OH)
- Alkoksil radikali ( LO")
- Peroksil radikali ( LOO")
b- Radikal olmayanlar
- Hidrojen peroksit (H,0,)
- Lipit hidroperoksit (LOOH)
- Hipoklorik asit (HOCL)
c- Singlet oksijen (*O,)



1.4.1 Siiperoksit (0,") Radikali

Stiperoksit radikali olusumu dort mekanizma ile agiklanmaktadir.

a- Indirgeyici 6zellikteki biyolojik molekiillerden oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu,

b- Basta c¢esitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak lizere yiizlerce enzimin
katalitik etkisi sonucunda bir tiriin olarak,

c- Fagositik 16kositlerin antibakteriyel etkisi i¢in gerekli olan radikal yapimi
sirasinda,

d- Mitokondride ger¢eklesen enerji metabolizmasi sonucunda olusur (7,14,20).

Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit radikali indirgeyici ve oksitleyici
reaksiyonlara sebep olabilir. Aldig1 elektronu geri verirse tekrar oksijene oksitlenir.
Fakat bir elektron daha almasi durumunda peroksi anyonuna indirgenir. Hiicresel
diizeyde zararli reaksiyonlara sebep oldugu i¢in, siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan hidrojen peroksit (H2O2)’e g¢evrilir. Bu reaksiyona ‘“dismutasyon
tepkimesi” denir. SOD olmadan da siiperoksit radikali hafif asidik kosullarda
dismutasyona ugrar fakat bu olay ¢ok yavas gerceklesmektedir. Hiicresel savunma
icin SOD gereklidir (7,15,20).

1.4.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

Stiper oksidin dismutasyonu ve oksijenin indirgenmesi sonucunda olusan
H,O, yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden serbest radikal ozelligi
tasimaz. Hidrojen peroksitin serbest radikal olarak bilinmesinin sebebi; bakir (Cu) ve
demir (Fe) gibi gecis metalleri iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin onciisii
olarak davranmasidir. Bu oksitleyici 6zelliginden dolayr H,O, antioksidan 6zellige

sahip olan katalaz ve peroksidaz enzimleri ile etkisiz hale getirilir (7,13,14,26).



HoO

Eatalaz

Fe+= F,,:3
i} (S0D)
0, . Hzo-au" -OH=———%H,0

[ 2GSH \

GSH-Px G5H-Rd

\ GESG /

L 2
H,0

Sekil-6 Hidrojen Peroksit ve Antioksidan Aktivite (36)

1.4.3. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali biiyiik hasarlara sebep olan kuvvetli bir radikal olup,
biyolojik sistemlerde iki tiir mekanizma ile meydana gelmektedir.
a- Iyonlastirict radyasyonun etkisi ile su molekiillerinin homolitik kirilmasi

sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (14,20).

2H,0 — H,O' + ¢ + H,O'

Sekil-7 Su Molekiillerinin Homolitik Kirllmasi (14)

b- Hidrojen peroksidin metallerle reaksiyonu sonucunda indirgenmesi ile
olusmaktadir (14,15,20).



FeB3 + 0+ —'—s Fe?2 + 0
Fe? + H,0, — T Fe? + OH +:-0H
0y + H,0, —T_5 0, + OH +-0H

Sekil-8 Haber-Weiss Reaksiyonu ile Hidroksil Radikalinin Olusmasi (15)

Hidroksil radikali en reaktif tiir olmasindan dolay1, su dahil olmak iizere tiim
biyomolekiiller ile elektron transfer tepkimesi, hidrojen ¢ikarma (dehidrojenasyon)
tepkimesi ve katilma tepkimesi vermektedir (2,17). Biitiin bu tepkimeler, hidroksil
radikalinin paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle elektronca zengin molekiillerle (piirin ve
primidin bazlari, aromatik amino asitler gibi) gerceklesir. Hidroksil radikalinin
organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi tepkime, hidrojen

cikarma tepkimesi olarak bilinir (14,15,20).

1.4.4 Singlet Oksijen (*O,)

Kimyasal yapisinda ortaklanmamis elektron igermedigi icin serbest radikal
degildir. Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yliksek enerji ile uyarilmis hali olup,
oksijenin oldugu ortamlarda biyolojik pigmentlerin (klorofiller, flavinler veya

porfrinler) 15181 absorblamasi neticesinde olusur (7,14,15,20).
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1.5 Lipit Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri organizmada en ¢ok lipit yapilarda olusur. Fakat
olusan serbest radikaller, proteinleri, karbonhidratlar1 ve DNA’y1 da oksidatif hasara

ugratir (8).

Oksijenin, zarlarda bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara
baglanmasi lipit peroksidasyonu olarak adlandirilan kimyasal reaksiyona neden
olmaktadir. Lipit peroksidasyonunun zar yapi biitiinligliniin bozulmasi, olusan
serbest radikallerin g¢esitli hiicre bilesenleri lizerine etkisi ve son iirlinlerin sitotoksik
etkiler olusturmasi gibi farkli yollarla hiicre hasarina sebep oldugu diisiiniilmektedir
(2,11,16).

Lipit peroksidasyonunun iiriinii olan malondialdehit (MDA), doymamis yag
asitlerinin alil gurubundan bir hidrojen ¢ikararak lipit radikalini, bu da oksijen ile
reaksiyona girerek lipit peroksi radikalini olusturur. Lipit peroksi radikali ise tetik
gorevi goriir ve diger lipitlerle zincirleme bir reaksiyon baglatarak lipit

hidroperoksitleri olusturur (8,15,22).

Baslatilma:
ROOH + metal™ —— s ROO*+ metal®™!* + H
X + RH —  w» FRe*+ X¥H
Ilerleme:
Re+ O - FROO*
ROO+ + RH — 3w ROOH + RO-
Sonlanma:

ROO- + ROO- ———» ROOR + O,
ROO- + R —— ROOR
R- + R+ — RR

Sekil-9 Lipit Peroksidasyonunun Zincir Mekanizmasi (6,22,24)
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Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 katalizor goérevi yaparak reaksiyonu
hizlandirir.

Lipit peroksidasyonu sirasinda en énemli iiriin olan MDA, ii¢ ya da daha fazla
¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda meydana gelir. Ug karbonlu
bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, once asetat veya malonata
kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO’e indirgenerek atilir. Fakat asirt
lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir. MDA
hiicre zarinda, iyon gecirgenligine ve enzim aktivitesinin degisimine sebep olur

(1,7,11,20,22).

(o] D=0 00
I VeV e
MMalondialdehit Endoperoksit Hidroperoksit
ROOH

Sekil-10 Lipit Peroksidasyonunun Kimyasal Yolu (14,24)

Proteinler serbest radikallere kars1 lipitlerden daha az hassastirlar. Proteinlerin
serbest radikal hasarlarindan etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida
disiilfit bagi bulunan immiinoglobiilin ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar
bozulur, normal fonksiyonlarin1 yerine getiremezler. Prolin ve lizin ROT iireten
reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler.
Hemoglobin gibi protein yapili biyomolekiiller de serbest radikallerden 6nemli
oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin Oy veya H,O, ile reaksiyonu

methemoglobin olusumuna neden olur (2).
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Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi sonucunda cesitli iiriinler meydana
gelmektedir. Bunlar, cesitli patolojik siireclerde onemli rol oynarlar. Diyabet ve
diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon,
psoOriyazis, romatroit artrit, Behget hastaligi, cesitli deri ve géz hastaliklari, kanser
gibi bir¢ok hastalikta ve yasllikta serbest radikal {iretiminin arttigi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hastaliklarda
serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir
(2,8).

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Oliime yol agarlar. OH™ deoksiriboz ve bazlar ile kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
H,0,, membranlardan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicre fonksiyonlarinda aksakliklara ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Stiperokside
(O2) maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla
antijenik Ozellik gosterirler ki bu oldukc¢a 6nemli bir etkidir, ¢linkii otoimmiin bir
hastalik olan sistemik lupus eritematozusta ve romatroid artritte dolasimda anti-DNA

antikorlar bulunur (2,3,13,35).

1.6 Antioksidanlar ve Etkileri

Hiicreler metabolik siireclerin bir parcasi olarak, siirekli serbest radikaller ve
ROT meydana getirirler. Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere
organizmada enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri ya da
kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir

(1,2,5).

Antioksidanlar bu amagla reaktif maddeleri ve reaksiyonlarini dengede
tutabilmek tiizere siirekli aktivite gosterirler. Antioksidanlar, lipit, protein, niikleik
asit ve karbonhidrat gibi birgok serbest radikallerin hedefi olan molekiilleri bu

etkilerden korurlar.
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Baslica antioksidan etki sekilleri sunlardir;
a. Serbest radikal ve ROT nin olusumunu engellerler.
b. Olusan serbest radikal ve ROT ni yakalarlar.
c. Daha az reaktif olan radikallerin, daha tehlikeli formlara doniisiimiinii
engellerler.
d. Radikallerin sebep oldugu hasarin onarilmasini saglarlar.
e. Diger antioksidanlarin gérevlerini yerine getirmeleri i¢in uygun ortam

saglarlar (2).

1.6.1 Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

1.6.1.1 Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Oksidatif strese karsi ilk savunma mekanizmasidir. Siiperoksit radikalinin,
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donilisiimiinii saglar. Bu doniisim

neticesinde hiicre iginde siiperoksit radikalinin miktarini azaltir (9,13,16,25,35).

Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi, glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre i¢inde hidrojen
peroksitin yok edilmesinde veya hiicreden atilmasinda rol oynar. Katalaz enzimi

hidrojen peroksiti, oksijen ve suya doniistiirerek ortadan kaldirir (18,20).
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitin ve organik hidroperoksitlerin

indirgenmesini saglar. Eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir

(1,2,23).
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1.6.1.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile
reaksiyona girerek bunlari etkisiz hale getirir. Ayrica E vitamininin rejenerasyonunda

da gorev alir (2,5,10,19,21,28,31).

Alfa-Tokoferol (Vitamin E)

Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre zarinda bulunan uzun
zincirli doymamis yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden korur. Zincir kiric1 bir

etkiye sahiptir (5,6,10,16,18,21,31).

Glutatyon (GSH) Metabolizmasi ve Antioksidan Rolii

Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptit olan GSH, iki 6nemli
yap1 olan tiyol gurubunu ve y-glutamin bagini yapisinda bulundurur. Hayvan
hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunan (0.1-10 mM) ve Onemli bir
antioksidan olan GSH’1n %99’dan fazlasi indirgenmis formda bulunur ve bu formda

tutulabilmesi pentoz fosfat metabolik yoluna baghdir (1,2,12,29,30,33,34).

GSH, hiicreyi oksidatif hasara karst korumasmin yaninda DNA’nin
sentezinde ve onarilmasinda kullanilir, toksik bilesiklere ve radyasyona karsi hiicreyi
korur. Bazi ilaglarin inaktivasyonunda, Ostrojen, prostaglandin ve lokotrienler gibi

endojen bilesiklerin metabolik olaylarinda da yer alir (1,2,12).
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Sekil-11 GSH’1n Kimyasal Yapisi (24)

GE3G
Hz':li'
R-5H H:Q HADFH
Glutatyon
Transhidrogenaz|ar Poroksidaz rediiictaz
Ry-5-5-R4 o
Ha 05 E HADP
X GSH ADP+PY
E-Trmtrefa:h'r'L//’ {r=Glu-Cys-Gly) S
Filesas
VeGlu=Cys-Gly Al T'G'“tﬂl“il I -;-TF
=LY
. Déngisil
Peptidaz ADP+Pi
Transpeptidaz Seritelaz
Cys=-Gly
Cys-Gly
I =G lu-l
* Cys ATP+Pi
Fapthlaz t'—', Gly Siklotransferaz A —
Cys=
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Sekil-12 y-Glutamil Dongiisii (1)

GSH’1n dengesi hiicresel diizeyde, biyosentez ve oksidasyon arasindaki denge
ile saglanir. Bunun yaninda doku diizeyindeki GSH dengesi, GSH metabolizmasina

ve dokular arasindaki GSH akigina bagli olarak diizenlenir. GSH sentezinde v-
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glutamil dongiisii olduk¢a 6nemlidir. GSH sisteinin taginmasinda etkili bir aragtir
(1,2,29,33,35).

GSH sentezinde iki 6nemli enzim olan, y-glutamilsistein sentetaz ve GSH
sentetaz enzimleri goérev alir. GSH sentezi, sentezde kullanilan substratlarin

miktarina ve gérev alan enzimlerin konsantrasyonuna baghdir (1,2).

Karaciger hiicreleri GSH’1 oOnciilerinden veya GSSG’den geri doniistiirme
yolu ile sentezlerler. Bu hiicreler bir yandan GSH’1 sentezlerken bir yandan da
potansiyel toksiklere karst GSH’1 kullanir. GSH en yiiksek derisime hepatositlerde
ulagir (1,17,30).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Materyal olarak Kars merkezde halk elinde bulunan taklaci giivercinlerden 38
adet saglikli giivercin se¢ildi. Glivercinlerin ortalama yaslar1 3-4, ortalama agirlig
ise 215-260 gramdi. 11 Haziran 2007 ve 15 Ocak 2008 tarihlerinde giivercinlerin
kanat venasindan (V. Subcutanea ulnaris)sitratl tiiplere kan alindi. GSH analizi i¢in
tam kan ayrildiktan sonra kalant MDA analizi i¢in 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek plazmasi ayrildi. Numuneler -45°C’de derin dondurucuda 6l¢iim giiniine

kadar saklandi.

2.2 Metot
2.2.1 Analizlerde kullanilan cihazlar
a. Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)
b. Santriflij (Heraeus christ)
c. Etiiv (Niive)
d. Su banyosu (SB100, Niive)
Otomatik pipet (Eppendorf)

@

f. Terazi (Sartorius)
g. Vorteks (Labinco)

2.2.2 Analizlerde kullanilan kimyasallar
a. 5,5'-2-ditiobis nitronzoik asit (Sigma)
b. GSH standard: (Sigma)
c. Tiyobarbiitirik asit (Merck)
d. n-biitanol (Merck)
e. Metafosforik asit (Merck)

f. Triklorasetik asit (Merck)



18

g. 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Merck)
h. NaCl (Sigma)

i. EDTA (Sigma)

2.3  Tiim Kanda GSH Tayini

Tiim kanda GSH tayini Beutler metoduna gore (4) yapildi.

Deneyin Prensibi

Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptit olan GSH nerdeyse tamamu
kandaki eritrositler iginde bulunur. EDTA'h kanin distile su ile hazirlanan
hemolizinde, siilthidril(-SH) gruplar1 tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriiliir. GSH, elde
edilen berrak sivida -SH gruplarimin DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile

olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede dl¢iiliir.

Deneyde Kullanmilan Cozeltiler

a- Coktiiriicii ¢ozelti

1.67g metafosforik asit, 0,29 etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) ve 30g
NaCl alinarak hacmi 100ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti +4°C’de yaklasik olarak 3
hafta boyunca sabit kalir.

b- Fosfat ¢ozeltisi(0.3M Na,HPO,)
53.4g Na;HPO42H,O bir miktar distile suda c¢oziillerek hacmi litreye

tamamlandi. Bu ¢ozelti +4°C’de uzun zaman muhafaza edilebilir niteliktedir.

c- DTNB cozeltisi (Ellman’s ¢ozeltisi)
40mg DTNB alind1 ve %1°lik sodyum sitrat ile hacim 100ml’ye tamamlandi.



19

d- Standart GSH cozeltisi
40mg GSH alind1 ve distile su ile hacim 100ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden
40-20-10-5 mg/dl diliisyonlar hazirlanarak asagidaki gibi calisildi, 412 nm’de optik

dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Deneyin Yapihisi

Kor, standart ve test olarak isaretlenen tiiplerden test tiipiine, 200ul EDTA'l1
kan, standart tiipiine 200ul standart ¢ozeltisi alind1. Uzerine 1800ul distile su (kanin
hemoliz olmasi i¢in) ve 3ml ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor olarak isaretlenen tiipe
800ul distile su, 1200ul ¢oktiiriicti ¢ozelti pipetlendi. Tipler karistirildt ve buzlu
suda 5 dk bekletildi, 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Kor tiipli aynen alindi,
standart ve test olarak isaretlenen yeni tliplere 2’ser ml siipernatant alindi. Biitiin
tiiplere 8’er ml fosfat ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. 1ml DTNB eklenip, 412 nm
dalga boyunda kore karsi standart ve testin optik dansitesi okundu.

Tablo-2 GSH Tayininde Uygulanan islemler

Kor Standart Test
EDTA’l Kan - - 200ul
Distile Su 800yl 1800ul 1800pl
Cok. Cozelti 1200ul 3000ul 3000yl

Buzlu suda 5dk bekletildi, 3000 devirde 10dk santrifiij edildi ve bagka tiiplere slipernatantan 2ml

aktarildu.
Fosfat cozeltisi ‘ 8ml ‘ 8ml ‘ 8ml
Vorteksde karistirildi.

DTNB ‘ iml ‘ iml ‘ iml

412nm' de kore kars tiipler okundu.
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2.3.4 Sonuc¢larin Hesaplanmasi

GSH diizeyleri mg/dl olarak, hazirlanan kalibrasyon egrisinde opdik

dansitelerine bakildi.

GSH Standart Egri Grafigi
45

40 / 131; 40

35

30

25 / —0

/ ——17

20 64; 20
——29
15

- ——64

GSH mg/dl

10 F—r—T—T—"T 29, 10 o131
5 ———#17;5
0

0 25 50 75 100 125 150

Optik Dansite

Grafik-1 GSH Standart Egri Grafigi

2.4 Plazmada MDA Tayini
Plazmada MDA analizi Yoshioka ve ark.nin (32) bildirdigi metoda gore
yapild.

Deneyin Prensibi
MDA ve TBA’nin asidik ve sicak ortamda pembemsi tonda bir kompleks
olusturmalar1 esasina dayanir. Bu renkli kompleksin 532 nm’de verdigi absorbans ile

MDA konsantrasyonu dogru orantilidir.
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H H H
OH OH

TBA MDA MDA - TBA Kompleksi
(renkli iiriin)

Sekil-13 TBA ve MDA Kompleksi (2)

Deneyde Kullanilan Cozeltiler

a- Triklorasetik asit (% 20)
20 g triklorasetik asit (TCA) alindi, bir miktar distile suda ¢6ziildli ve hacim

100ml' ye tamamlandi.

b- Tiyobarbiitirik asit (% 0,67)
1,675 g tiyobarbiitirik asit alindi, bir miktar distile suda ¢6ziildii ve hacim

250ml'ye tamamlandi.

c- Standart MDA cozeltisi

0,494ml 1,1,3,3-tetractoksipropan 100ml alkolde ¢oziilerek, 20mmol/L'lik
stok standart ¢ozelti hazirlandi. Bundan 0.1ml alinarak hacmi 100ml'ye tamamlandi
ve 20umol/L'lik standart ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozeltiden 2.5-5-10 pumol/L'lik
diliisyonlar hazirlanarak asagidaki gibi calisildi, 535 nm’de optik dansiteleri okundu

ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Deneyin Yapihs

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi ve test tiiptine 0.5 ml
plazma pipetlendi. Kor tiipline 3 ml ve test tiipiine 2,5 ml, %?20'lik TCA ilave edildi.
Daha sonra her iki tiipe 1 ml TBA alind1 ve tiipler 90°C' lik su banyosunda 30 dk

inkiibasyona birakildi, sogutuldu ve iizerine 4 ml n-butanol konularak 3000 devirde



22

10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra n-butanol tabakasi baska bir tiipe aktarilarak

535 nm'de kore karsi testin absorbansi spektrofotometrede okundu.

Tablo-3 MDA Tayininde Uygulanan Islemler

Kor Test
Plazma - 500
TCA 3ml 2.5ml
TBA Iml Iml

90°C' de 30 dakika su banyosunda inkiibe edildi sonra tiipler su altinda sogutuldu.

n-Biitanol

4ml

4ml

3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi.

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm' de kore kars1 absorbanslari okundu.
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Sonuc¢larin Hesaplanmasi

MDA diizeyleri umol/l olarak, hazirlanan kalibrasyon egrisine bakilarak

hesaplandi.
MDA Standart Egri Grafigi
45 T ]
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=
= 0
Eu 25
—¢—58
< 20 A 227; 20
s ——121
15 ——227
10 121; 10 447
5 58;5
HHH
0 T T T T1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Optik Dansite

Grafik-2 MDA Standart Egri Grafigi
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3. BULGULAR

Halk elinde yetistirilen giivercinlerin MDA ve GSH diizeylerin arastirilmasi
amaciyla yapilan ¢aligmada, Haziran ve Ocak ayinda alinan kan 6rneklerinde MDA
ve GSH degerlerinin ortalama, standart hata ve iki gurup arasindaki farkligin 6nemi

sirastyla Tablo-3’de gosterilmistir.
Calismada Haziran ayinda alinan numunelerde elde edilen GSH diizeyleri
109.30 + 5.46, Ocak ayinda alinan numunelerde 85.12 + 3.88 mg/dl olarak kayit

edildi.

Benzer sekilde Ocak ayinda alinan numunelerde MDA diizeyleri 10.25 +
0.33, Ocak ayinda alinan numunelerde 7.44 + 0.52 umol/l olarak saptandi.

Haziran ve Ocak aylarinda alinan kan numunelerinde 6l¢iilen GSH ve MDA

diizeyleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,001) farklar bulundu.

Tablo-4 Giivercinlerde MDA ve GSH Diizeyleri

Giivercinlerde MDA ve GSH diizeyleri

X £ Sx p
(n:38)
Haziran ayina ait MDA 10.25+0.33
Ocak ayma ait MDA 7.44 +£0.52 0.001
Haziran ayina ait GSH 109.30 +£5.46
Ocak ayma ait GSH 85.12 + 3.88 0.001
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Haziran aymna ait GSH ve MDA

Ocak aymna ait GSH ve MDA degerleri

degerleri
S,;roa MDA(umol/l) | GSH (mg/dI) S,;r;‘ MDA(umol/l) | GSH (mg/dl)

1 10.86 108.77 1 4.25 90.18
2 10.59 108.07 2 6.97 65.26
3 10.95 143.86 3 281 42.46
4 8.14 75.44 4 1158 115.09
5 8.24 110.18 5 3.44 111.93
6 751 114.74 6 8.42 109.82
7 9.59 75.44 7 10.41 108.77
8 8.87 147.37 8 353 112.28
9 11.67 180.7 9 3.71 100.7
10 11.86 150.88 10 778 99.3

11 9.23 109.47 11 253 105.26
12 10.59 203.51 12 9.86 60.7

13 8.14 150.88 13 3.08 94.74
14 11.31 71.93 14 6.61 1186
15 10.86 1186 15 5.8 58.6

16 12.86 73.68 16 7.06 89.82
17 13.21 1386 17 8.96 102.46
18 13.94 74.04 18 4.98 107.37
19 6.06 113.68 19 8.69 33.68
20 12.94 135.44 20 4.80 77.19
21 8.24 97.54 21 10.77 77.89
22 1321 122.11 22 10.95 44.91
23 8.87 141.05 23 10.95 63.16
24 12.94 81.75 24 2.81 86.67
25 11.95 148.77 25 6.52 46.32
26 8.24 111.58 26 9.23 4211
27 10.23 90.53 27 8.69 100

28 8.42 90.18 28 15.2 72.98
29 10.05 98.25 29 3.35 82.81
30 13.30 73.68 30 543 107.02
31 7.96 40.35 31 12.67 77.89
32 7.69 84.21 32 11.76 113.74
33 11.67 96.49 33 11.22 102.46
34 11.86 108.77 34 6.79 70.18
35 10.95 119.30 35 416 69.82
36 8.69 75.44 36 8.33 77.19
37 9.23 94.74 37 8.87 88.07
38 8.51 73.68 38 9.05 107.37
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4. TARTISMA ve SONUC

Yapisinda y-glutamin, sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran GSH’1n
organizmadaki en onemli fonksiyonlarindan biri antioksidan 6zellik gostermesidir
(2).

Calismada Haziran ayinda alinan numunelerde elde edilen GSH diizeyleri
109.30 £ 5.46 mg/dl, Ocak ayinda alinan numunelerde 85.12 + 3.88 mg/dl olarak

saptandi.

Galvani ve ark. bildircinlarda GSH degerini 150 pg/ml olarak bildirmiglerdir
(12). Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar yukaridaki arastirmadan farkli olarak
yiilksek bulunmustur. Bunun sebebi olarak hem tiirtin farkli olusu hem de
giivercinlerin  antioksidan savunma sistemlerinin daha giicli olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Karaca ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, pekin 6rdeklerinde GSH diizeyini 78.7 £
6.6, Moskova ordeklerinde 66.89 + 5.8, Mallard 6rdeklerinde 77.4 + 6.8 mg/dl olarak
kaydetmiglerdir (19). Calismadan elde edilen tam kan GSH diizeyleri Pekin,
Moskova ve Mallard 6rdeklerinden elde edilen GSH diizeyleri ile kiyaslandiginda
birbirine yakin sonuglar oldugu tespit edildi. Bu durum ordeklerin antioksidan
savunma sistemleri ile giivercinlerin antioksidan savunma sistemlerinin birbirlerine

yakin olabilecegi kanisina varildi.

Uc karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, ii¢ ya da daha fazla cift bag iceren
yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda meydana gelir. Normal metabolik sartlarda,
Once asetat veya malonata kadar okside olur daha sonra krebs siklusu ile CO;’e
indirgenerek atilir. Asirt lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonunun arttigi ve

organizmaya zarar verebilecegi kaydedilmistir (9,11,20).

MDA diizeyleri Haziran aymnda alinan 6rneklerde 10.25 + 0.33, Ocak ayinda

alinan 6rneklerde 7.44 + 0.52 pmol/I olarak saptanda.
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Karaca ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, Pekin 6rdeklerinde MDA diizeyini 1.3 +
0.3, Moskova ordeklerinde 1.07 + 0.2, Mallard ordeklerinde 0.8 + 0.2 nmol/ml olarak
kayit etmislerdir (19). Yapilan calismada giivercinlerden elde edilen MDA diizeyleri
cesitli ordek tiirlerinde saptanan MDA diizeyleri ile kiyaslandiginda ¢ok biiyiik
farklarin oldugu bulundu. Bu durum lipit peroksidasyonunun giivercinlerde daha

fazla olabilecegini gostermektedir.

Ramnath ve ark. tarafindan sicak stresinin temel oksidatif stres parametreleri
lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada cesitli antioksidan/oksidan molekiillerin
diizeylerinde degisimler saptamislardir. Serum ve karaciger lipit peroksidasyon

diizeylerini sicak stresine maruz kalan grupta yiiksek oldugunu kaydetmislerdir (27).

Koinarski ve ark. Broiler tavuklarinda MDA diizeyini 2.55 £ 0.07 umol/Il
oldugunu belirlemislerdir (21). Yapilan g¢alismada gilivercinlerde bulunan MDA
seviyesi Broiler tavuklarindan daha yiiksek bulunmustur bu farkliligin tiire 6zgii bir

durum oldugu diistiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, bu calismayla gilivercinlerde MDA ve GSH diizeyleri

belirlenmis olup, daha sonraki ¢aligmalara kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. OZET

Bu c¢alismada giivercinlerde lipit peroksidasyonu iiriinlerinden biri olan
malondoaldehit (MDA) ve antioksidan Ozellige sahip bir tripeptit olan rediikte
glutatyon (GSH) diizeylerinin arastirilmasi amaglandi. Arastirmada materyal olarak,
halk elinde yetistirilen canli agirliklar1 215-260 gr olan, 38 adet saglikli giivercin
kullanildi. Kan numuneleri 11 Haziran 2007 ve 15 Ocak 2008 tarihlerinde alind1 ve

numunelerde GSH ve MDA diizeyleri kolorimetrik olarak saptandi.

GSH diizeyleri Haziran ayinda aliman numunelerde 109.30 + 5.46 Ocak
ayimnda alinan numunelerde 85.12 + 3.88 mg/dl olarak tespit edildi.

MDA diizeyleri Haziran aymda numunelerde 10.25 *+ 0.33, Ocak ayinda

alinan numunelerde 7.44 + 0.52 umol/l olarak tespit edildi.

MDA ve GSH diizeylerinde Haziran ve Ocak aylarinda ait numunelerde
istatiksel olarak p<0.001 fark bulundu.

Sonug¢ olarak, bu calismayla gilivercinlerde MDA ve GSH diizeyleri

belirlenmis olup, daha sonraki ¢caligmalara kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SUMMARY

Investigation on MDA and GSH Levels in Pigeons

Aim of this study was to investigate levels of malondialdehyde (MDA), a
product of lipid peroxydation, and reduced glutathione (GSH), an antioxidant
tripeptid, in peigons. Pigeons weighing 215 to 260 g (n=38) were obtained from local
breeders.

Blood samples were taken between 11 June 2007 and 15 January 2008. GSH
and MDA levels were determined colorimetrically.

GSH levels were 109.30 + 5.46 mg/dl for June samples and they were 85.12 +
3.88 mg/dl for January samples.

MDA levels were 10.25 + 0.33 umol/I for June samples and they were 7.44 +

0.52 umol/l for January samples.

MDA and GSH levels were significantly different between June and January
samples (P<0,001).

Key Words: Pigeon, Reducted Glutathion, Malondialdehyde.
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