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ONSOzZ
Metabolik olaylarin akigt igerisinde ¢esitli basamaklarda olugabilen serbest radikaller,
omiirleri gok kisa olmasina ragmen sahip olduklar1 paylagilmamig elektronlar nedeni ile
hiicrelerde niikleik asitler, protein ve serbest amino asitler, lipidler ve lipoproteinler,
karbonhidratlar ve konnektif doku makromolekiilleri ile etkilegserek, membran
fonksiyonu, metabolizma ve gen dizilimi {izerinde yapisal degisikliSe neden
olabilmektedir.

Serbest radikallerin olumsuz etkilerinin énlenmesi amaciyla organizma antioksidatif
savunma sistemleri geligtirmigtir. Bu sistemdeki antioksidanlarin etkileri ile serbest
radikal olusumu bir denge icerisindedir. Antioksidatif metabolizmada rol oynayan
antioksidanlar son yillarda intraselliiler, membran ve ekstraselliiler antioksidanlar olarak
bir simflandirmaya tabi tutulmaktadir. Transferrin, laktoferrin, haptoglobulin,
hemopeksin, albumin, seruloplazmin, ekstraselltler siiperoksid dismutaz, ekstraselliler
glutatyon peroksidaz, bilirubin, mukus, tirik asit, glukoz, askorbik asit, eritrosit gibi
enzim ve molekiiller ekstraselliiler antioksidanlar arasinda incelenmektedir.

Tim dinya’ya Anadolu’dan yayildig: tartigmasiz olarak kabul edilen Ankara kegisi
(Angora Goat) varhig: ile Tirkler, yizyillar boyunca tiftik ve tiftik urinlerinde ilk
siralarda yeralmms, refah seviyelerini yikseltmis, tiftik ve driinlerinin dig satiminda
kontrolu elinde tutmugslardir. Ancak, once Giiney Afrika Cumhuriyeti, daha sonra da
diger tlkelere verilen Ankara kegilerinin goturuldikleri tlkelerde basanh islahi ve
yetistiriciligi, diinya pazarlarinda s6z sahibi olmalart sonucunda Tiurkiye, ket varlig: ve
tiftik dretimi bakimindan hizla gerilemis, konuya son yillarda ilgisiz kalinmis ve hatta
sadece “gen kaynaginin” korunmasi diizeyine inilmistir.

Farkli genotipteki Ankara Kegileri ile gergeklestirilen karsilastirmali ¢aligmalar tiftik
basta olmak iizere hedeflenen 6zellikler ve verimlerin genotiplerden etkilendigini agik
bir sekilde gostermektedir. Bu ¢aliymada Turkiye’de Ankara kegilerinde bugiine kadar
¢ok az aragtirilan plazma askorbik asit, serum albumin; bilirubin, glikoz, trik asit,
seruloplazmin gibi kan parametreleri antioksidatif metabolizmamn ekstraselliler
antioksidanlar1 olarak ortaya konulurken, diger taraftan genotipik o6zelliklerin
ekstraselliiler antioksidanlar izerindeki etkilerinin gosteriimesi amaglanmigtir Bu yonleri
ile farkli genotipteki Ankara kecileri ile gergeklestirilen ilk caliyjma olmasi tezin
orjjinalligini arzetmektedir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmalarim siiresince yakin ilgi ve destegini gordigim,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Bagkam Sayin Prof.
Dr. Hilal Karagil’e, doktora egitimimde, tez konumun belirlenmesi ve
gergeklestirilmesindeki yardimlarindan dolayr damgmamm Saymn Dog. Dr. Ulvi Reha
Fidanci’ya, ¢aligmalanm swrasinda yardimlarim esirgemeyen Biyokimya Anabilim
Dalr’nin degerli 6gretim iiyelerine ve Tarim ve Kdyisleri Bakanlig: Lalahan Hayvancihik
Aragtirma Enstitiisi Miidiri sayin Talat Gozet’e ve Koyunculuk Sube miidirii sayin
Umut Tasdemir’e tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylagilmamig elektron tasiyan atom veya
molekiillerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell, 1991). Radikaller,
orbitallerindeki tek elektrondan dolay: nonradikallere gore oldukga reaktif olup,
Omiirleri kisadir (Halliwell, 1991; Athar ve Ark., 1993). Organizmada, oksijen ve
hidroksil gibi serbest radikallerin yaminda hidrojen peroksit (H,O2) ve hipokloréz asit
(HOC) gibi radikal olmayan, ancak potansiyel olarak tehlikeli oksijen tiirevleri de
olugsmaktadir. Bu nedenle serbest radikal terimi yaninda, bu molekiilleri de i¢ine alan
reaktif oksijen tiirleri kavramu da kullanilmaktadir (Bast ve Ark., 1991; Athar ve
Ark., 1993; Halliwell, 1993).

Serbest radikallerin olumsuz etkilerinin énlenmesi amaciyla organizma antioksidatif
savunma sistemleri gelistirmistir. Bu sistemdeki antioksidanlar serbest radikal
olsumunu engelleyerek, oksidan maddeleri daha az toksik triinlere ¢evirerek, reaktif
trtinleri yasamsal onemi olan hiicresel yapilardan uzaklastirarak veya radikallerin

olusturdugu hasan tamir ederek etkili olmaktadir (Niki, 1987).

Olusan serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi hemen daima denge
halindedir. Serbest radikallerin olusumunun hizlanmas1 veya antioksidanlarin
azalmasi sonucu bu dengenin bozulmas: oksidatif strese ve oksidatif hasara neden
olur. Oksidatif stres ve oksidatif hasarin bir¢ok hastaligin patogenezinde ve

ilerlemesinde rolii oldugu kanmitlanmgtir (Halliwell, 1987).

1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusum Mekanizmalari

Aerobik organizmalarda oksijenin her yerde bulunmasi ve elektron almaya yatkinligt
nedeniyle, hiicrelerde oksijen merkezli radikaller siklikla olusur. Normal
metabolizmanin diginda organizmanin serbest radikal olusturdugu bagka siiregler de
vardir. Antibakteriyel ozellikteki aktive fagositler tarafindan olugturulan oksijen
radikalleri de doku hasarina neden olabilir. Kinoid gruplar tagiyan antibiyotikler veya

metal iyonlann baglanma ozelligindeki diger antibiyotiklerin terapotik etkileri ve




sitotoksisiteleri, oksijen radikali olugturma ozelliklerine baglanmaktadir.
Organizmanin x ve gamma iginlant ile elektromanyetik radyasyon veya pafcaclk
radyasyonu ile kargilagmasi sonucu su gibi hicresel molekiillere enerji aktarilir,
boylece primer radikaller olusur. Primer radikaller, daha sonra ¢6ziinmiis oksijen ya
da hiicresel molekillerle sekonder reaksiyonlara girebilir. Fotokimyasal kirlilik,
hiperoksi, pestisitler, anestezikler ve aromatik hidrokarbonlar da hiicrelerde serbest
radikal hasarina yol agarlar. Bu ksenobiyotikler ya serbest radikal olarak bulunurlar
ya da detoksifikasyon siireglerinde radikal tiirlere doniistiiriiliirler (Freeman ve
Crapo, 1982).

1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri
1.2.1. Singlet Oksijen (‘0,):

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylagilmamig dig elektronlar: spin degistirebilir ve
bu uyarilmis durumda, dig iki elektron ayn ayn veya aym orbitali iggal edebilir.
Oksijenin uyarilmig bu iki formu singlet oksijen (*O,) adim alir. Singlet oksijen

biyolojik sistemlerde oksidatif hasar agisindan son derece 6nemlidir (Fantone, 1982).
1.2.2 Siiperoksit Radikali (0,")

Oksijen molekiiline bir elektron girisiyle hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde
superoksit radikali olusur. Olugumunun temel kaynaklari mitokondri, kloroplast ve
endoplazmik retikulum gibi organellerde bulunan elektron transport sistemlerinde
oksijene elektron aktariimasidir (Rowley ve Halliwell, 1983; Halliwell ve Gutteridge,
1990; Halliwell, 1991; Halliwell, 1993).

0;+¢ ———p 0"
Stiperoksit radikalinin fagositik hiicrelerin aktivasyonu (respiratuar patlama)

sonucunda da olustugu bilinmektedir. Nétrofillerde siiperoksit radikali olusturan

membran NADPH-oksidaz kompleksinin oksijen i¢in Km’i wiicut sivilarindaki



oksijen konsantrasyonuna baghdir. Fagositlerdeki radikal olusumu, viicuda giren
zararl bakterilerin yok edilmesinde etkili bir savunma mekanizmasidir (Sekil 1.1).
Olusan O;" daha sonra dismutasyona ugrar. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim
Superoksit dismutazdir (SOD). Dismutasyon reaksiyonu sirasinda iki siiperoksit
radikalinden biri H;O2'e doniisiirken, digeri Os’e donigsir (Rowley ve Halliwell,

1983; Halliwell, 1991; Gutteridge, 1995).

SOD

20,7 + 2H ———» H,0, + O,

Bu reaksiyon non-enzimatik olarak da yliriyebilir. Ancak, pH 7.4’te reaksiyon hizi,

enzimle katalizlenen reaksiyondan dort kat daha hizlidir (Crapo ve Tierney, 1974,
Klebanoff, 1980).

Toksik ajaniar

MPO+H ;C,+Halid
+ crn

0, O

Notrofil

membraninda NADP
NADPH oksida "APFH

\_J/

Heksoz monofosfe
sanli

Sekil 1.1 : Fagositozda serbest radikaller (Southorn ve Powis, 1988).



1.2.3. Hidrojen Peroksit (H20-)

Molekiiler oksijenin, ¢evresindeki molekiillerden iki elektron veya siiperoksidin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili iki hidrojen atomu ile
birleserek hidrojen peroksidi (H,O;) meydana getirir (Klebanoff, 1980). H;O,
membranlardan kolaylikla gegebilen uzun 6mirlis bir oksidandir (Boveris ve Ark.,
1972; Kellog ve Fridovich, 1977).

O, +2e + 2H —» H,0,
O +e+2H —» H,0,

Ancak biyolojik sistemlerde, H,O, nin asil tiretimi yukarida gosterildigi iizere O,™ in
dismutasyonu ile olur. Boylece O, diizeyi ortamda énemli boyutlara ulagamadan

dismutasyon ile temizlenmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hidrojen peroksit radikal degildir. Bitin elektronlan ¢iftlegmigtir. Fakat
membranlardan kolaylikla gegebilir ve kolayca oksijen serbest radikallerini
olugturabilir. Bu nedenle serbest radikal kimyasinda 6nemli bir rol oynar (Jones ve
Ark., 1981).

Eger hiicrede O;” olusumu varsa, hiicrenin bu hasardan korunmasi SOD yoluyla
degil katalaz (CAT) yoluyla gerceklesir. Ancak bu durum, hasarin dogrudan dogruya
H,0, tarafindan olusturuldugu anlamina gelmez. HyO,;, Oz, demir veya bakir
iyonlarinin varliginda hiicreye ¢ok daha biiyilk zarar verir. Bu nedenle, H;O;’in
uzaklastirilmas: biyolojik olarak O, uzaklastirilmas: kadar avantajlidir. SOD, H,07’i
hiicrelerden uzaklagtirmak i¢in katalaz ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile birlikte
calisgir. Bu iki enzimden GSH-Px, H;O;’in uzaklastirnlmasinda katalazdan daha
onemli oldugu dusinilmektedir. GSH-Px ve SOD’in aym subselliller bolgelerde
(sitozol ve mitokondri) yer aldig: bildirilmistir (Halliwell, 1991).



1.2.4. Hipoklordz Asit (HOCI)

Hipokloréz asit viicutta aktive olmug notrofiller tarafindan olusturulan gii¢li bir
oksidandir. Fagositlerin sitoplazmalarinda hem igeren enzim miyeloperoksidaz H,O,

ve klorir iyonlarindan HOCI olusumunu katalizler.

Yapilan c¢aligmalarda tiyol gruplarmin HOCI ile kolayca okside olduklar
saptanmustir. Dolayisiyla, HOCI ile olusacak oksidatif hasara karsi GSH, N-
asetilsistein ve merkaptopropiyonil glisin gibi diigiik molekiil agirlikl tiyol bilesikleri

etkili koruma saglar (Halliwell, 1991; Gutteridge, 1995) .

1.2.5 Peroksil (HO;") ve Hidroksil (HO®) Radikalleri

Stiperoksitin  protonlanmas: ile HO," olusur. Peroksil radikalinin biyolojik
sistemlerde sitotoksik etkisinin olup olmadig: bilinmemektedir. Ancak, superoksitten
daha polardir, membranlardan H.O, kadar kolay geger ve daha reaktiftir. Bu nedenle
daha zararl olabilir. Peroksil radikali yag asitleriyle dogrudan etkilesebilir; linoleik,
linolenik ve arasidonik asitlerin peroksitlerine HO," tarafindan déniistirildigi

duiginiilmektedir (Chance ve Ark., 1979).

Hidrojen peroksidin O™ ile reaksiyona girmesi sonucunda ise olduk¢a reaktif olan
hidroksil radikali (HO®) olusur. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir

(McCord ve Fridovich, 1978; Klebanoff, 1980, Fantone, 1982; Halliwell ve
Gutteridge, 1984).

H,0, + O3 ————p» HO® + HO + O,

Haber-Weiss reaksiyonu katalizér varliginda ya da katalizérsiiz gergeklesir. Fakat
katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerler. Demirle katalizienen ikinci sekli ise gok
hizlidir. Bu reaksiyonda ferri demir (Fes") siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe;")

indirgenir. Sonra bu ferro demir kullamlarak Fenton reaksiyonu olarak da



adlandirilan reaksiyon sonucunda H,O,'den HO® ve HO™ iretilir (Klebanoff, 1980;
Halliwell, 1987; Southorn ve Powis, 1988; Diplock, 1991).

0" + Fe3+ —_—y O + Fe+2
Fe; + H,O ———» Fe;* + HO™ +HO’

0" + H 0 ———p HO*+HO + 0,

Bakir tuzlart HO® olusturmak iizere demir tuzlarindan daha yiiksek bir hiz sabitiyle

H,0; ile reaksiyona girerler.

Cu" + H,0, ——— Cu™ + HO® +HO

Hidroksil radikali, 02" ve HyO;’den daha giiglii olup hemen hemen biitiin biyolojik
substratlan etkileyebilir. In vivo olarak olustugu bolgede ve yakin gevresinde etkili
olur. Dolayistyla HO® © in yapaca@ hasar olustugu bolgeye baglidir. In vivo olarak
olusan HO® " in gogu iyonize edici radyasyon disinda, H,O,’in gegcis metalleri
aracthg ile yikimindan olusur (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

1.3. Oksidatif Stres ve Oksidatif Hasar

Saglikli bireylerde olusan reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma sistemi
dengededir. Reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma arasinda, reaktif oksijen
tirlerinden yana bir dengesizlik durumuna, oksidatif stres denilmektedir. Bu
durumda ya antioksidan savunma zayiflamistir, ya reaktif oksijen tiirlerinin Gretimi
artmigtir ya da her iki etki bir arada goriliir. Oksidatif stresin artma durumunda hiicre
metabolizmasinda onemli degisiklikler gekillenir, hiicresel yapilar ve molekiiller,
ozellikle DNA, proteinler ve lipitler hasar goriir ( Marx, 1987). Sekil 1.2 de serbest

radikallerin hiicre membraminda yaptig1 degisiklikler gosterilmigtir.
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Sekil 1.2 : Serbest radikallerin hiicre membraninda yapt& degisiklikler

( Freeman ve Crapo, 1982)
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1.3.1. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkisi

Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein iceren proteinlerde
serbest radikal etkisiyle degisiklikler gekillenir. Bu amino asitleri tagiyan papain ve
gliseraldehit-3-fosfat gibi enzimlerin serbest radikaller tarafindan inhibe oldugu
bilinmektedir. Sitoplazma ve membran proteinleri de oksidatif stres sonucu gapraz
bagli dimerler veya biyik agregatlar olustururiar. Hidroksil radikali gibi gucli
radikaller kargisinda proteinlerin peptid baglann ve prolin, lizin gibi nisbeten
dayanikli amino asitler de etkilenebilir. Proteinlerin serbest radikal hasarina kargi
dayamikliliklan genel olarak amino asit igeriklerine, duyarli amino asitlerin protein
yapisindaki konumlarina ve olugan hasarin tamir olabilirligine baghdir (Warner ve
Wispe, 1992; Robbin, 1994) .

1.3.2. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkisi

X 1ginlari, gamma 1gimast, UV 1ginlan ve sicaklik hiicrelerde enerji birikimine,
boylece iyonlar, serbest radikaller ve uyarilmig molekiillerin agiga ¢ikmasina yol
acar. Iyonize edici radyasyonun neden oldugu mutasyonlar ve hiicre 6liimleri primer
olarak serbest radikallerin DNA izerindeki etkilerine dayandirilmaktadir.
Prokaryotik ve okaryotik hucrelerde radyasyonla indiklenen olimlerin % 80’den

fazlasina HO® neden olmaktadir. (Warner ve Wispe, 1992; Robbin, 1994) .
1.3.3 Serbest Radikallerin Karbohidratlar Uzerine Etkisi

Oksidatif radikal hasan, karbohidratlari nisbeten daha az etkilemektedir. Fizyolojik
pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu H,0,’1, diger
peroksitleri ve oksaldehitleri tiretebilir. Monosakkarid otooksidasyonunun da, protein
capraz baglanmalarina yol acgarak agregasyona, sonugta da bazal membran

kalinlagmasi, katarakt ve mikroanjiyopatiye neden oldugu ileri siiriilmektedir
(Robbin, 1994).
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1.3.4. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkisi

Biyolojik sistemlerde doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle oksidasyonu,
lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonudur ve
diger zincir reaksiyonlar1 gibi G¢ basamaktan olusur. Bu basamaklar 1 - Baglama
(initiation), 2 - Gelisme (propagation) ve 3 - Sonlanma (termination) basamaklar
olarak adlandirilir (Halliwell, 1984; Sevanian ve Hochstein, 1985; Halliwell ve
Gutteridge, 1990; Gutteridge, 1995).

Lipit peroksidasyonunda ozellikle C=C c¢ift bag: iceren yag asitleri hidroperoksitlere
okside olurlar. Hidroperoksitler ise, metal katalizorlerin varhiginda kompleks
hidrokarbon karigimlar1 ve sitotoksik aldehitler olusturmak Gzere yikilirlar

(Halliwell, 1984).

Yag asitlerinde ¢ift bag bulunmasi, komsu karbon atomundaki C-H bagini
zayiflatarak molekilden hidrojen atomunun uzaklastirilmasini  kolaylastirir.
Lipitlerdeki —CHa,-“den bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi sonucu geride karbon
radikali (-"CH-) kalir. Karbon radikali daha sonra molekiiler diizenlenmeye
ugrayarak daha kararli olan konjuge dienleri olusturur. Konjuge dienler, aerobik
kosullarda O; ile etkilegerek peroksi radikalini (ROQO®) olusturur. Peroksi radikalinin
olugmasi, reaksiyon zincirinin uzamast agisindan onemlidir. Peroksi radikalleri,
komsu yag asiti yan zincirlerinden hidrojen atomunun uzaklagtirilmasim saglarlar.
Boylece yeni bir karbon merkezli radikal olusur ve bu da hemen oksijen ile
reaksiyona girerek yeni bir peroksi radikali olusturur, reaksiyonlar bdylece
zincirleme devam eder. Peroksi radikalleri lipit hidroperoksitlerini olugturmak iizere
hidrojen atomlariyla etkilesebilir veya siklik peroksitleri olusturabilirler. Bunlar da
malondialdehit (MDA) gibi triinlere yikilirlar. Zincir reaksiyonu, ortamda E vitamini
gibi zincir kirici bir antioksidan bulunmadikga, substrat tiikenene kadar devam eder

(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Gutteridge, 1995).

Lipid peroksidasyonu strecine gecis metalleri iki yolla katilir. Birincisi,

peroksidasyonun baglangic basamagina, yag asitlerinden hidrojen koparma
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ozelliginde bir radikal olusumuna aracilik ederek katilabilirter. Omegin, bu ozellige
sahip HO® radikali, demir katalizérliigiinde Oz" ve Hy02’den olusur. Yapilan in vitro
calismalarda perferril, ferril veya Fe®/Fe™/O, gibi demir iyonu oksijen
komplekslerinin de peroksidasyonu baglatabilecegi onerilmektedir. Ikincisi, gegis
metalleri peroksitleri yikarak peroksidasyonu etkilerler. Peroksit igeren lipid
sistemlerinde, peroksitlerin peroksi (ROO®) ve alkoksi (RO") radikallerine yikilarak
bunlarin komsu lipitlerden hidrojen almalarina neden olur (Sevanian ve Hochstein,

1985; Halliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell, 1991; Gutteridge, 1995).

Lipid hidroperoksitlerinin bu kompleks metal iyonlariyla katalizlenen yikim trtnleri
MDA ve 4-htdroksinanenal gibi aldehitlerdir.

Biyolojik membranlarda gorilen yaygin lipid peroksidasyonu membran
akiskanliginda degisikliklere, membran potansiyelinde azalmaya, membramin H ve
diger iyonlara karsyi gegirgenliinde artiga neden olur, hiicre ve hiicre organellerinin
(06rmegin lizozomlar) igeriklerinin dig ortama salinmasina yol agar. Lipit
peroksidasyonunun son urini olan aldehitler sitotoksiktirler. Lipit peroksitleri ve
yikim drinleri aldehitler makrofajlarin etkinligini baskilar, protein sentezini inhibe
eder, enzimleri inaktive eder, membran bilegenlerinin ¢apraz baglanmalarina ve
polimerizasyonlarina neden olurlar. MDA, kolay diffiize olabildiginden DNA
yapisindaki bazlarla etkilesirr Bu durum, MDA’in mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik etkilerini agiklamaktadir (Freeman ve Crapo, 1982 ).
1.4. Organizmamn Antioksidatif Savunma Sistemi

Antioksidanlar siniflandirilmas: enzimatik ve nonenzimatik ya da hiicre i¢i ve hiicre
dig1 antioksidanlar seklinde yapilmaktadir. Diger bir simiflandirma geklinde ise
antioksidanlar, antioksidatif metabolizmadaki rollerine gore primer, sekunder ve
tersiyer antioksidanlar olarak simiflandirilmaktadir ( Kargin ve Fidanci, 1997; Kirkali

ve Yalgin, 1998). Asagida, Tablo 1.1°de antioksidanlar hiicresel yerlesimlerine gore

simiflandirnimastir.
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Tablo 1.1 Antioksidanlarmn hiicresel yerlegimlerine gére simflandiriimasi

Intraselliiler Antioksidanlar

Membran Antioksidaniar

Ekstraselliiler Antioksidanlar

SOD (Cu. Zn. Mn)*
Katalaz
Glutatvon Peroksidaz (Se) *
Sitokrom oksidaz (Cu)*

o~ Tokoferol
3-Karotin
Koenzim Q

Membranin yapisi

Transferrin
Laktoferrin
Haptoglobin
Hemopeksin
Albumin
Seruloplazmin
EC-SOD
EC-GSHPx
Bilirubin
Mukus
Urik asid
Glukoz
Askorbik asid
Eritrosit

A: aktif merkezdeki metal iyonu

1.4.1. Intraselliiler Antioksidanlar

1.4.1.1. Glutatyon Peroksidaz (EC: 1.11.1.9)

Selenyum bagimli enzim Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), plazmadaki tek
selenoglikoproteindir. Glutatyonu (GSH) okside glutatyona (GSSG) yukseltgemek

igin H204’1 ve lipit peroksitlerini indirger (Marklund, 1984; Das ve Maulik, 1994).

GSH-Px

2GSH +H,0; —» GSSG + H,0

veya

2GSH + ROOH ————» GSSG + H;0 + ROH
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Saghikh calisan bir hiicrede GSH/GSSG oram yitksek olarak korunmaktadir ve
yaklagik 500/1 oranindadir. Hidroperoksitlerin redikte olmasiyla meydana gelen
GSSG, glutatyon rediiktazin katalizledigi bir tepkime ile tekrar GSH’a
donugmektedir (Board ve Peter, 1976, Heffner ve Repine 1989).

Glutatyon
rediiktaz

GSSG + NADPH + HY —————» 2GSH + 2NADP’
1.4.1.2. Siiperoksit Dismutaz (E.C 1.15.1.1)

SOD, 0O;"’in dismutasyonunu saglar. Bu reaksiyonda olusan irin H;O, ise hem

iceren katalaz enzimi tarafindan parcalanir (Das ve Maulik, 1994).

SOD
20, + 2H @ @———— H,0, + O

Suiperoksid dismutaz’in (SOD) omurgalilarda iki izoenzimi tammlanmigtir. Bakir ve
¢inko igeren CuZn-SOD, sitoplazma ve mitokondri i¢ membraninda saptanmustir.
Mangan igeren enzim, Mn-SOD ise mitokondri matriksinde bulunmaktadir. Bu

enzimler hiicre digi sivilarda ¢cok az miktarlarda bulunurlar.

Hiicre dis1t sivilarda bulunan SOD, ekstraselliller Superoksid dismutaz (Ec-SOD)
olarak adlandinimaktadir. Dot Cu ve muhtemelen dort Zn igeren tetramerik bir
proteindir (Marklund, 1984).

1.4.1.3. Katalaz (E.C. 1.11.1.6)
Katalaz enzimi tetramer yapida bir hemoproteindir. Prostetik grup olarak yapisinda

Fe" igeren bir protoporfirin IX ihtiva eder. Gorevi H,O;'i oksijen ve suya

parcalamaktir (Percy, 1984).
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CAT
2H-0-, —» 2H-0 + O,

Hidrojen peroksit olusumu, farkli dokuda farkl: diizeylerde gergeklestiginden CAT
enzim aktivitesi de dokudan dokuya ve hiicreler arasinda farkliliklar gosterebilir.
CAT, sitokrom sistemi iceren bitiin aerobik hiicrelerde bulunmaktadir. Enzimin
aktivitesi ozellikle karaciger, bébrek ve eritrositlerde yiiksektir. Beyin hiicreleri,
myositler, pankreas hiicreleri, akciger dokusunda ise en dusiik oranlarda bulunur
(Jones Vé Ark., 1981).

Serbest oksijen radikallerine karsi organizma tarafindan gelistirilen antioksidan
sistem i¢inde yer alan enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px’in aktivasyon ve
inaktivasyon mekanizmasi karsihkli etkilesim igindedir. SOD, siiperoksit radikalini
H,07’e ve O,’ye cevirmekte, H,0, ise CAT ve GSH-Px tarafindan parcalanmaktadir.
H,0, tarafindan SOD’1n inaktivasyonuna karsi koruyucu olarak CAT ve GSH-Px
birlikte ¢alismaktadir. Buna karsiik SOD’da  O," tarafindan CAT ve GSH-Px’a
kars1 inhibisyonu onler. Ciinkit O,", GSH-PxX’in redikte formunu okside formuna

gevirerek enzimin inaktivasyonuna neden olur (Bast ve Ark., 1991; Erenel ve Ark,,
1993).

1.4.2. Membran Antioksidanlar:
1.4.2.1. a-Tokoferol

Tokoferoller ve tokotrienoller E vitamini olarak adlandirthir. Tokoferolden en etkili
olam alfa-tokoferoldiir. Alfa-tokoferoliin aromatik halkasinin timiiyle metillenmig
olmasi, hem peroksi radikalleriyle kolay etkilesmesini, hem de reaksiyon sonunda

olusan tokoferroksi radikalinin daha kararli olmasini saglar (Burton ve Ingold, 1989).

Antioksidan etkilerini temel olarak organik peroksi radikalleri ile etkileserek
gosterirler. E vitamini doku lipitlerini serbest radikal ataklarindan korur. Peroksi

radikalleri ile gok izl tepkimeye girer. Bu yiiksek aktivite dzellikle membranlarda



14

onemlidir. Canki, lipit peroksi radikalleri ile radikalik zincir reaksiyonlarini kiran
kararh bilesikler (lipit hidroperoksitleri ve tokoferoksi radikali) olusturur (Heffner ve
Repine, 1989).

Yapilan caligmalarda E ve C vitaminlerinin lipit peroksidasyonuna kargi birlikte
etkili olduklart ortaya ¢ikmustir (Parcker ve Ark..1979; Sharma ve Buettner, 1993,
Bisby ve Parker, 1995). Dokularda C vitamini diizeyi E vitamininden yiiksektir.
Buna karsthk E vitamini C vitamininden daha lipofiliktir, bu nedenle
biyomembranlarda daha giiglii antioksidan etki gosterir. Vitamin C, tokoferoksi
radikalini yeniden E vitaminine donGstirir, bu sirada olusan vitamin C radikali
NADH bagimli bir enzim sistemi ile C vitaminine indirgenir (Parcker ve Ark., 1979).
a-tokoferoliin yeniden olusmas: i¢in ubikinol ve tiyollerin de benzer sekilde katkida

bulundugu belirtilmektedir (Bisby ve Parker, 1995).

1.4.2.2. B-Karotin

Yapilan caligmalarda -karotinin in vivo olarak lipitleri peroksidasyona karsi
korumada dnemli rol oynadig1 gosterilmistir. Ozellikle singlet oksijeni etkisizlestiren
bir antioksidandir. B-karotinin radikallerle etkilesmesi diger antioksidanlarda oldugu

gibi hidrojen verme seklinde degil, radikalle birlesme seklinde gergeklesir.

B-karotin ve E vitamininin antioksidan etkileri birbirini tamamlar. B-karotin dasiik
oksijen basincinda etkili, E vitamini ise yuksek oksijen basincinda etkilidir. Yiiksek
oksijen basincinda B-karotin prooksidan aktivite gosterir (Burton ve Ingold, 1984,
Frei, 1994).

1.4.2.3. Ubikinon ve Ubikinol

Elektron taginim zincirinde yer alan ubikinonlar ve bunlarin indirgenmis formlar
olan ubikinoller, indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarina giren serbest radikal
temizleyicileridir. Mitokondrilert ve elektron tagimminin yer aldig diger

membranlar1 oksidatif hasara kars1 korurlar.
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Ubikinoliin antioksidan etkisi i¢in iki mekanizma onerilmistir. Birincisi, ubikinolin
peroksi ve alkoksi radikallerini indirgemek i¢in hidrojen saglamasi; ikincisi, E
vitamininin okside formu vitamin E fenoksi radikali ile redoks tepkimeye girmesidir.
Vitamin E fenoksi radikalinin ubikinol ile indirgenmesi sonucu E vitamini yeniden
olusur. E vitamini ve ubikinoliin sagladig: antioksidan savunma, oksidanlarin lokal
konsantrasyonlarina, radikalleri okside etme 6zelliklerine ve membranlardaki

dagilimlarina baghidir (Kagan ve Ark., 1994).
1.4.3. Ekstraselliiler Antioksidanlar
1.4.3.1. Transferrin

Saglikli bireylerin plazmalarinda bulunan transferrinin ancak % 20-30’u demir ile
yikliudir. Bagka bir deyisle, plazmanin serbest ferrik iyon igerigi sifirdir.
Transferrine bagli demir iyonlan, Fenton reaksiyonu ile HO® olusumuna veya lipit
peroksidasyonuna katilmaz. Yapilan in vitro c¢aligmalarda saghkli bireylerin
plazmalarinin veya transferrinin, demir bagimli lipit peroksidasyonuna ugfayan
mikrozom ya da lipozomlara eklendiginde, demir iyonlarinin transferrine baglanmasi
nedeniyle, peroksidasyonun inhibe oldugu saptanmustir. Notrofillerden salinan ve
insan sekresyonlarinda bulunan laktoferrin de demir iyonlarimi baglayarak
antioksidan etki gosterebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.4.3.2. Hemoglobin, Hemopeksin, Haptoglobin

Hemoglobin ve miyoglobin iki mekanizma ile lipid peroksidasyonunu hizlandirabilir.
Birinci mekanizma, hemoglobinin hem halkasi H;O, veya lipid hidroperoksitleriyle
etkileserek lipit peroksidasyonundan sorumlu bir hemoprotein olusturmasina dayanur.
Methemoglobin ve H;0O, arasindaki etkilesimde hemoprotein iki elektron alarak
okside olur ve ferril hemoglobin radikali olugur (Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Miles ve Grisham, 1994). Ferrilhemoglobin giiglii bir oksidandir. Subendotelyal

kanama, hemoliz ve mukozal lipid peroksidasyonunun bir arada goriildagi ilseratif
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kolitin aktif doneminde yapilan g¢aligmalarda, hemoglobin-katalizli reaksiyonun
inflamatuar doku hasarina aracilik etmede veya var olan hasari siddetlendirmede
onemli rol oynayabilecegi vurgulanmigtir. Ayrica merkez sinir sistemi, retina, bobrek
gibi dokularda da hemoglobinin oksidatif hasar olusumuna aracilik ettigi ve hasar
siddetlendirdigi yoniinde bulgular bildirilmektedir (Miles ve Grisham, 1994). ikinci
mekanizma, H.O, varliginda hemoglobinin ve miyoglobinin hem halkalarinin

yikilmasi, boylece demir iyonlarinin proteinden salinmasidir.

Plazmada hemoglobin i¢in haptoglobin, hem iginse hemopeksin gibi baglayict
proteinler vardir. Hemoglobinin haptoglobuline, hemin hemopeksine baglanmasi,
lipit peroksidasyonunun etkilerini azaltir. Hemoglobin-haptoglobin ve hem-
hemopeksin kompleksleri plazmadan hizla temizlenirler. Boylece hemoglobin ve

hemopeksinin oksidan etkileri 6nlenmis olur (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.4.3.3. Seruloplazmin

Plazmada bakir tagiyan enzim olan seruloplazminin demir metabolizmasinda da
onemli rol oynadig diistiniilmektedir. Seruloplazminin antioksidan aktivitesi, O;" ve
diger reaktif oksijen tiirlerini temizlemesine ve Fe ®’yi Fe "¢ déniistiirerek Fenton
reaksiyonunu onlemesine dayandiriimaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Fox ve
Ark., 1995).

Yapilan in vitro bir ¢alismada, baz1 deney ortamlarinda seruloplazminin prooksidan
davrams gosterebildigi one sirilmiistir (Fox ve Ark., 1995). Baska bir ¢alismada,
02" ve nitrik oksit reaksiyonu sonucu olusan peroksinitritin seruloplazminden
bakirin salinmasina yol agtift ve enzimin ferroksidaz aktivitesini yitirdigi

saptanmugtir (Swain ve Ark., 1994).

Yapilan klinik ¢aligmalarda atherosklerozun da iginde bulundugu cesitli kalp damar
hastaliklarinda, serum seruloplazmin dizeylerinin arttigt belirlenmigtir. Genel olarak
seruloplazmin diizeyi ile orantii olan bakir konsantrasyonunun iskemik kalp

hastaliklan i¢in bagimsiz risk faktorli olabilecegi yoniinde goriigler vardir. Yapilan



bir diger caligmada, serumda yiiksek bakir konsantrasyonunun myokard infarktiisi
i¢in risk faktorii olabilecegini vurgulanmiglardir. Yazarlar, bakirin artmasina paralel
olarak, bu metali % 90-95 oraminda baglayan seruloplazminin de artabilecegini

belirtmektedirler (Salonen ve Ark., 1991).

1.4.3.4. Albumin

Albumin yag asitleri, satra pigmentleri gibi pek ¢ok maddenin tasiyicisidir. Insan
albumini bakir iyonlart i¢in de baglanma bélgeleri igerir (Halliwell, 1988). Bu
nedenle, bakir iyonlarina bagimli lipit peroksidasyonunu ve HO® olusumunu onler.
Albumine baglh bakir iyonlarn H,0,, O;" ve askorbat ile etkileserek HO® olusturabilir.
Ancak olugan HO ' nin ¢ozeitiye sizmas: albumin molekilii tarafindan onlenir. Bu
sirada albumin molekili hasar gorirse de, bu hasar albuminin plazma
konsantrasyonunun yitksek olmasi ve turnover’inin hizh olmasi (yari émrii yaklasik
20 giin) nedeniyle biyolojik agidan onemsizdir (Gutteridge ve Wilkins, 1983;
Halliwell, 1988; Halliwell ve Gutteridge, 1990). Hasar goren albumin proteolitik
olarak hizla yikilarak ortamdan uzaklastinlir. Albumin demir iyonlar aracih@ ile
HO’ olusumunu normalde inhibe etmez. Ancak, plazmada 4 g/dl gibi yitksek bir
konsantrasyonda bulunmast HO® radikalini temizleyebilece@ini disiindiirmektedir

(Halliwell, 1988; Halliwell ve Gutteridge, 1990).

HOCI, miyeloperoksidaz tarafindan olusturulan giiglii bir oksidandir. HOCI’nin zarar
verdigi en onemli hedef o-l-antiproteazdir. a-1-Antiproteaz inhibisyonu, elastaz
aktivitesinin kontrol edilememesiyle sonuglamir (Halliwell, 1988, Hu ve Ark.,
1993).Yapilan bir ¢aligmada plazmaya HOCI/OC!™ eklenmesiyle askorbik asit ve SH
gruplarinin hizla okside oldugu saptanmistir (Hu ve Ark., 1993). Plazma SH gruplan
buyiik 6lgiide albumin molekiiliinde bulunurlar ve bunlartn HOCl/OCInin kantitatif
olarak en oOnemli temizleyicileri oldugu one strilmektedir. Plazmaya askorbat
eklendiginde, HOCI/OCI”nin bu antioksidan tarafindan daha etkin temizlendigi
belirlenmistir. HOCl ve OCI”nin in vivo olarak hiicum ettigi en énemli hedef SH
gruplandir, dolayisiyla albumin 6nemli bir koruyucu antioksidandir (Halliwell, 1988;
Hu ve Ark., 1993).
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Ote yandan, albuminin peroksi radikallerini de temizledigi belirtilmektedtir. In vitro
yapilan bir galtymada. azo bilesigi 2.2°-azobis (2-amidinopropan) hidroklorid (AAP)
kullamlarak anaerobik kosullarda AAP-C radikali olusturulmus, bu radikalin
plazmadan uzaklastirilmasinda proteinlerin etkili oldugu gorilmistiir. AAP-C
radikalinin temizlenmesinde temel proteinin albumin oldugu vurgulanmaktadir

(Soriani ve Ark., 1994).
1.4.3.5. Bilirubin

Safra pigmentleri, hemin in vivo oksidatif yikimt ile olusan aqik zincirli
tetrapirollerdir. Primer katabolik driin biliverdindir. Memelilerde biliverdin daha
sonra sitozolik bir enzim olan biliverdin rediiktaz ile bilirubine donistiiriiliir.

Bilirubin yagda ¢oztnen, sitotoksik ve atilmasi gereken bir {iriin olarak tanimlanir.

Hemoproteinlerin yikimi sonucu olusan bilirubin safra ve bagirsaklar yoluyla atilir.
Bilirubin ve biliverdinin bagirsakta A vitamini ve linoleik asiti oksidatif hasara kars
korudugu belirtilmektedir. Bilirubin konjuge ¢ift bagli reaktif oksijen atomlar

tagimasi nedeniyle antioksidan ozelliktedir (Stocker ve Ark., 1987).
1.4.3.6. Urik Asit

Purin metabolizmasinin son triinii olan iirik asitin askorbat gibi giiglii bir elektron
donorii oldugu ve askorbatin bazi fonksiyonlarim ustlenebilecegi ilk olarak 1970°de
Proctor tarafindan énerilmistir (Proctor, 1970). Urik asitin in vivo antioksidan olarak
etki gosterebilecegi daha sonra gesitli arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir
(Kittridge ve Willson, 1984; Maples ve Mason, 1988; Aruoma ve Halliwel, 1989;
Halliwell ve Gutteridge, 1990).

In vitro yapilan caligmalarda iirik asitin eritrositleri singlet oksijen hasarina kars:
korudugu, lipit peroksidasyonunu durdurdugu, hemoglobinin nitrit ile oksidasyonunu

azalttigl, hyaluronik asitin oksidatif yikimini engelledigi, HOCI’i temizledigi, demir



ve bakir iyonlarim baglayarak serbest radikal olusumunu Onledigt gosterilmistir
(Auroma ve Halliwell, 1989; Maples ve Mason, 1988; Halliwell ve Gutteridge,
1990). Urk asitin ayni zamanda HO® radikalini temizleyerek HO™in laktat
dehidrogenaz ve maya alkol dehidrogenazi gibi bazi enzimleri inaktive etmesini

onledigi belirtilmektedir (Kittridge ve Willson, 1984; Maples ve Mason, 1988).
1.4.3.7. Askorbik Asit

L-askorbik asitin gogu biyolojik sistemde bulundugu ve hiicre disi sivilarda en
onemli antioksidan oldugu diisiiniilmektedir. Bu vitaminin antioksidan 6zelliginin
yam sira 6nemli hiicresel gorevlerinin oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
askorbik asitin O;", H,0,. '0;, HOCl, HO:" ve HO® gibi tirleri temizledigi
gosterilmistir. Plazma lipitleri ile yapilan ¢aligmalarda askorbatin HO;' ile baslatilan
lipit peroksidasyonunu protein tiyolleri, drat, bilirubin, alfa-tokoferol gibi diger
plazma bilegenlerinden daha etkin inhibe ettigi belirlenmistir. Askorbat, sulu fazda
HO;" radikallerini lipit peroksidasyonunu baslatmadan yakalayarak biyomembranlan

oksidatif hasara kars1 korur.

Askorbatin diger énemli bir etkisi, yagda ¢6zinen zincir kirict antioksidan o-
tokoferoliin aktivitesini artirarak peroksidasyonu azaltmasidir. In vitro galigmalarda
askorbatin tokoferol radikallerini azalttigi, tokoferolin radikalleri etkisizlestirme

aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (Sies ve Ark., 1992).

In vitro yapilan ¢aligmalarda askorbik asitin prooksidan etki gosterebilecegi
saptanmustir. Askorbik asit, Fe™ veya Cu™ ile birlikte bulundugunda poliansature
yag asitlerinin peroksidasyonunu hizlandirmaktadir (Bast ve Ark., 1991). Askorbat
bu iyonlar indirgemekte ve bu nedenle H,0, varliginda HO® olugmaktadir. Askorbik
asit radikali (dehidroaskorbat anyon radikali), diger radikallere gore daha az reaktiftir
(Rowley ve Halliwell, 1983).
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Bu tez ¢aligmasinda, yukarida verilen literatiir bilgileri 1;1§inda farklt genotipteki
Ankara kegilerinde, genotipin antioksidatif —metabolizmanin  ekstraselliler

antioksidanlar tizerindeki etkileri incelenmeye ¢alisiimistir.



2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg
2.1.1. Materyal

Caligmanin hayvan materyalini Tanim ve Koyisleri Bakanhg: Lalahan Hayvancilik Aragtirma
Enstitiisiinde ayn1 bakim ve besleme sartlarinda yetistirilen 135 yerli Ankara kegisi (Genotip 1)
ile Amerika Birlesik Devletlerinde tiftik yoniinde 1slah edilen ve Turkiye'ye getirilen tekelerin
yerli Ankara Kegisi disileri ile ¢iftlestirilmesinden elde edilen 15 Amerikan x Tirk Ankara
kegileri (Genotip Il) olusturmustur. Kan &rnekleri farkli genotiplerdeki, bir yasindaki disi
Ankara kegilerinin Vena jugularis’inden heparinli vakumlu tipler kullanilarak alinmigtir.
Analizler ~Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda  gerceklestirilmistir.  Elde edilen plazma  orneklerinde lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak segilen malondialdehit (MDA) dizeyleri ve
antioksidatif metabolizmanmin ekstraselliiler antioksidanlari plazma askorbik asit diizeyleri ile
serum Orneklerinde albumin, glikoz, toplam bilirubin, urik asit ve seruloplazmin diizeyleri

ayni gln igerisinde ol¢ilmustiir.
2.1.2, Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal
Laboratuvarlarinda bulunan Sartorius 2432 hassas terazi, Orion 720A pH-metre, Nuve geri
sogutmali 1sitic1, Heraeus Minifuge RF termosantrifiij, Wifug x-1 santrifiij, Eppendorf 3200
santrifiij, Sutjeska Boegard su banyosu, Shimadzu UV-1202 spektrofotometre, Eppendort ve

Transpette otomatik pipetler ve gesitli cam malzemeler kullanidmastir.



2.2. Yontemler

2.2.1. Plazma Askorbik Asit Diizeyi Ol¢iimii

Plazma askorbik asit dizeyi olgimi Kway (1978) tarafindan bildirilen yéntemle

gerceklestirimistir.

2.21.1. Testin prensibi :

Fosfotungstik asitin proteinleri ¢okturdiikten sonra askorbik asit ile reaksiyona girerek renkli

kompleks olusturmasi esasina dayanir.

2.2.1.2, Kullamlan aywraglar :

a- Renk ayirac1 : 20 g sodyum tungstat (Na;W0,.2H;0) ve 10 g disodyum hidrojen tostat
(NaHP0O..2H,0) bir erlene aktanldi. Isitilarak 30 mi distile suda eritildi. Baska bir
beherde 15 ml distile su ve 5 ml silfirik asit (H2SO4) kansim hazirlandi. Hazirlanan ilk
¢ozelti 250 ml’lik bir kaynatma balonuna alinarak tzerine su + siilfiirik asit karigimu kiigiik
porsiyonlar halinde ve devamli kangtirilarak ilave edildi. 70 °C de 2 saat geri sogutmali
isiticida kaynatildi. Oda 1stsinda sogutuldu.

b- Askorbik asit stok standart ¢ozeltisi (50 mg/dl) : S0 mg L-askorbik asit (CsHgOs) 100 ml
% 0,5 lik okzalik asit (C;H204) soliisyonu ile eritildi.

c- Askorbik asit ¢alisma standart ¢ozeltisi (1 mg/dl) : Stok standart ¢ozeltisinden 1 ml alind

ve % 0,5°lik okzalik asit soliisyonu ile 25 ml’ye tamamland:.
2.2.1.3. Testin yapths: :
Kor, standart ve test olarak isaretlenmis santrifiij tlplerine sirasiyla 2 ml distile su, 2 ml

¢alisma standardi ve 2 ml plazma konuldu. Uzerlerine 2’ser ml renk ayiraci ilave edildi.

Kanstirlldi ve 30 dakika oda isisinda bekletildi. Tekrar karistirildan sonra 3000 rpm’de 15
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dakika santrifiij edildi. Spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi standart ve testin

absorbanslar okundu.

2.2.1.4. Hesab :

Asagidaki formilden faydalamlarak plazma askorbik asit diizeyi mg/dl olarak hesaplandi.

Testin absorbansi

Vitamin C (mg/dl) = x Standardin Konsantrasyonu

Standardin absorbansi
2.2.2. Serum Albumin Diizeyi Ol¢iimii

Serum albumin diizeyi 6l¢iimiinde Bromcreozolgreen metodu kullanitmustir (Tiftik, 1996).

2.2.2.1.Testin prensibi :

Asit pH’da katyon haline gecen albuminin bazik boyalara affinite gostererek kompleks teskil

etmesi ve bu kompleksin absorbansinin 628 nm’de 6lgtilmesi esasina dayanir.
2.2.2.2, Kullamian ayraglar :

a- Bromcreosolgreen (BCG) ayiract: 108.0 mg BCG’nin sodyum tuzu, 8.85 siiksinik asit, 100
mg Sodyum azit ve 4 ml Brij-35 (% 30 g) 800-900 ml distile suda ¢oziindiirilditkten sonra
pH’s1 % 25°lik NaOH ile 4.15-4.25’e ayarland: ve distile su ile litreye tamamlandt.
Spektrofotometrede 628 nm’de distile suya karsi absorbansi kontrol edildi ve yaklagik
0.150’ye ayarlandt.

b- BCG kor ayiract: Igerisinde BCG konulmadan yukarida bildirilen ayirag hazirlandi.



¢- Albumin Standardi

2.2.2.3. Testin yapilisi :

Dort tiip alinarak sirasi ile kor, BCG kor, test ve standart olarak isaretlendi. BCG-Kor isaretl
tiipe 5 ml BCG-kar aytract, diger tiiplere 5’er ml BCG ayiract kondu. Kor isaretli tiipe 20 pl
distile su BCG-Kor ve test isaretli tuplere 20°ser pl serum ve standart isaretli tipe 20 pl

standart kondu. Tipler kangtirildi ve 30 saniye igerisinde distile suya karst 628 nm’de

absorbanslart okundu.

2.2.2.4. Hesab :

Asagidaki formilden faydalanilarak serum albumin diizeyi g/dl olarak hesaplandi.

Test Abs. — (Kor Abs. + BCG-Kor Abs.)

Albumin (g/dl) = x Standart Konsantrasyonu
Standart Abs. — (Kor Abs. + BCG-Kor Abs.)

2.2.3. Serum Toplam Bilirubin Diizeyi Ol¢iimii

Serum toplam bilirubin diizeyinin 6lgiimiinde Van der Berg metodundan faydalamlmistir

(Imren ve Turan, 1985).

2.2.3.1.Testin prensibi :

Plazma veya serum ehrlich (Diazo) ayiraci (diazotize sulfanilik asit) ile reaksiyona sokulur.

Ortamdaki bilirubin ayiragla reaksiyona girer ve bilirubin miktan ile dogru orantili olarak



renkli bir bilesik (pembe-kirmiz1) olan azobilirubini olusturur. Renk 2 saat kadar dayanikhidir.

Olusan azobilirubinin absorbanst spektrofotometrede olgtliir.

2.2.3.2. Kullanilan aywacglar :

Diazo A Ayiract: | g siilfonilik asit @izerine 15 ml yogun HCI eklendi. Stuziildu ve distile
su ile litreye tamamlandi.

Diazo B Ayrract: 0.5 g NaNO; suda ¢oziinerek distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Isiktan
korundu.

Diazo Ayiraci; Analizlerden hemen 6nce 10 ml diazo A ve 0.3 ml diazo B kanstirilarak
taze hazirlady

Metil Alkol : Analiz safhginda kullaniidi.

% 1.5 HCl : 15 ml yogun HCl distile su ile bir litreye tamamland:.

Bilirubin Standart Stok Cozeltisi: 10 mg bilirubin 100 ml balon joje igerisinde biraz
kloroformda ¢ozildi ve kloroform ile 100 ml’ye tamamlandi. Koyu renkli sisede ve
buzdolabinda saklandi.

Bilirubin Standart Calisma Cozeltisi: 10 ml stok ¢ozeltiden ahndi ve metil alkol ile 100

ml’ye tamamland:. Boylece 0.01 mg/ml konsantrasyonda bilirubin ¢ozeltisi elde edildi.

2.2.3.3. Testin yapihis: :

Serumda toplam bilirubin tayini i¢in 1 ml serum alinir ve distile su ile 10 kez sulandiriidi.

Daha sonra iki deney tupi alindi, kor ve test olarak isaretlendi. Kor isaretli tiipe 5 ml absolut

metanol ve 1 ml % 1.5 HCI, test igaretli tiipe 5 ml absolute metanol ve 1 ml diazo ayirac

kondu, kanstirildr. Kor ve test igaretli tiiplere daha sonra 4’er ml sulandiriims serum eklendi.

Karistirtldiktan sonra oda 1sisinda 15 dakika beklendi. Daha sonra 540 nm de kére karsi testin

absorbans: okundu.



2.2.3.4. Hesaba :

Metil alkol kullanilarak bilirubin standart stok ¢ozeltisinden (% 10 mg) % 0.1 mg, 0.5 mg,
1 mg, 2 mg ve 3 mg’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu standart ¢ozeltilerden 9 ml ve kor
icin 9 ml metanol alindi. Uzerlerine 1’er ml diazo ayirac1 eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika
bekletildi. Siirenin sonunda 540 nm de spektrofotometrede absorbanslar1 okundu. Sonuglar,
bilirubin konsantrasyonlari ile birlikte milimetrik kagida islendi ve standart egri ¢izildi. Test

sonuglart mg/dl olarak bu egriden hesapland: ve sulandirma katsayzsi ile ¢arpildi.
2.2.4. Serum Glikoz Diizeyi Ol¢iimii

Serum glikoz diizeyinin belirlenmesinde Glikoz oksidaz yontemi kullamlmigstir (Karagiil ve
Ark. 1999).

2.2.4.1.Testin prensibi :

Glikoz oksidaz metodu, peroksidazla birlikte renk olugmasi esasina dayanir. Glikoz oksidaz,

glikozun glikuronik aside doniigimiinii katalize eder.

2.2.4.2. Kullanilan ayiraglar :

a- 1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi (NaOH) : 40 g NaOH tartild: ve bir miktar distile suda
¢oOziilerek litreye tamamlandi.

b- 0.5 M Cinko Sulfat Cozeltisi (ZnSO4) : 80.77 g ZnSO,4. 7H,0 tartildi. Bir miktar distile
suda ¢oziildii ve litreye tamamlandi.

c- Enzim-Kromojen Aywract (Glikoz Oksidaz Enzimi): Bohringer- Mannheim firmasinin
hazirladig: ticari ¢ozelti kullanildi ( Nr: 1040871).

d- Glikoz Standard: (% 100 mg) : 250 mg glikoz tartild1 ve 250 ml’lik balon jojede bir miktar

distile suda ¢oztindiikten sonra 250 ml” ye tamanlandi.



2.2.4.3. Testin yapihsi :

iki tiip alind1 ve tiiplere 3’er ml distile su kondu. Tiipiin birisine 0.4 ml serum, digerine de
standart ¢ozelti kondu ve karigtirildi. Daha sonra tiiplere 0.5 ml 1 M NaOH ve 0.5 ml 0.5 M
ZnSO4 ilave edildi, kangtirildi. S5 dakika 2000-3000 rpm’de santrifiij edildi. Bu
deproteinizasyon igleminden sonra ii¢ temiz deney tiipii alind: ve test, standart ve kor olarak
isaretlendi. Test tipine 0.1 ml 6rnefin supernatantindan, standart tipine 0.1 ml standart
supernatantindan, koér isaretli tiipe de 0.1 ml distile su kondu. Her tg tiipe de 5’er ml enzim
ayiract eklendi ve 37 °C su banyosuna kondu ve 15 dakika bekletildi, sonra oda isisinda

sogutuldu. Kor ile spektrofotometrenin sifir ayar1 415 nm’de yapilarak test ve standart tiplerin
absorbanslari okundu.
2.2.4.4. Hesab1 :
Asagidaki formilden faydalanilarak serum glikoz diizeyt mg/dl olarak hesaplandi.
Testin Absorbansi

Glikoz (mg/dl ): x 100

Standardin Absorbansi

2.2.5. Serum Urik Asit Diizeyi Ol¢iimii

Serumda trik asit miktan tayini hidroksilamin-fosfotungstat metodu ile gerceklestirilmigtir
(Karagiil ve Ark. 1999).



2.2.5.1.Testin prensibi :

Alkali ¢ozeltide tirik asit fosfotungstik asidi indirger ve mavi renk meydana gelir. Rengin

absorbans! spektrofotometrik olarak olgiliir.

2.2.5.2. Kullanmilan ayiraclar :

Tungstat Hidroksilamin Ayrract: Iki farkli ¢ozeltinin esit miktarlari ile hazirlandi.

- Na-Tungstat Cozeltisi: 120 g Na-tungstat 180 ml distile suda eritilerek hazirland:.

- Hidrosiamonyumklorid Cozeltisi: 120 mg hidroksiamonyumklorid distile suda eritildi ve

100 ml’ye tamamiad:.

Fosfotungstik Asit Cozeltisi: 50 g Na-tungstat 400 ml distile suda eritildi, iizerine 40 ml
% 85°lik H3POy, ilave edildi ve geri sogutucuda 4 saat kaynatildi. Sogutuldu ve distile su
ile 500 mI’ye tamamland:.

Notelson Tungstik Asit Cozeltisi: Bu ¢ozelti de 2 farkli ¢ozeltinin egit miktarlarda
karigtirilmasiyla elde edildi. Test giinii taze olarak hazirland:.

- 0.15 N H,S04 Cozeltisi

- % 2.2’lik Na-Tungstat Cozeltisi

Urik Asit Standart Cézeltisi (% 4 mg): 1 L’lik balon joje’ye 40 mg iirik asit kondu. 0.3 g
lityum karbonat 100 ml suda eritildi, suziildii ve isitilarak trik asit Gzerine aktanldi. Urik
asit eriyinceye kadar c¢alkalandi. Sogutuldu, iizerine 20 ml % 40 formalin ve 15 ml 1 N
H2SO, eklendi, distile su ile litreye tamamlandi. Kahverengi sisede buzdolabinda saklandi.

Deney sirasinda bu ¢ozelti 20 defa sulandirilarak 2 pg/ml konsantrasyonda kullanildi.
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2.2.5.3. Testin yapilist :

Bir deney tipiine 0.1 ml serum ve 1.9 ml tungstik asit kondu, kanstinldi ve 3 dakika
bekletildi. Daha sonra 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Ug tiip alind: test, kor ve standart
olarak igaretlendi. Kor isaretli tiipe 1 ml distile su, test isaretli tiipe 1 ml serum siipernatanti ve
standart isaretli tiipe 1 ml sulandinlmis standart ¢ozelti kondu. Daha sonra biitiin tiiplere 5er
ml tungstat hidroksilamin ayiract ve 2’ser ml fosfotungstik asit aywraci ilave edildi. Tupler
kanstirlldt ve 2 saat oda 1sisinda bekletildi. Kor tiptne karst test ve standart tiiplerinin

absorbanslar1 spektrofotometrede 690 nm’de okundu.

2.2.5.4, Hesabs :

Asagidaki formiilden faydalanilarak serum darik asit diizeyi mg/d! olarak hesaplandi.

Testin Absorbansi
Urik Asit (mg/dl ): x 4

Standardin Absorbansi
2.2.6. Serum Seruloplazmin Diizeyi Ol¢iimii
Ravin tarafindan tarif edilen yéntem kullamlmistir (Imren ve Turan, 1985).
2.2.6.1.Testin prensibi :
Seriiloplazmin, renksiz p-fenilendiaminin oksidasyonunu kataliz ederek mavi viyole renkli bir
oksidasyon triinii meydana getirir. Renkli oksidasyon iriiniiniin meydana gelme oram, serum

seriiloplazmin konsantrasyonuyla orantilidir. Seriiloplazmin konsantrasyonu, pH: 5.5’de, 37

°C de p-fenilendiaminin oksidasyon oramindan tayin edilir.
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2.2.6.2. Kullamilan aywraclar :

a- p-Fenilendiamin - 2HCI: 5 g/L. deiyonize suda ¢oziindi. Testten hemen once hazirlandi.
b- 1 mol/L Asetik Asit: 60 ml glasial asetik asit, deiyonize su ile litreye tamamlandi.

c- 1 mol/L Sodyum asetat: 136 g sodyum asetat deyionize su ile 1 litreye tamamlandi.

d- 400 mmol/L Asetat tampon: 1,2 ml asetik asit, 20 ml sodyum asetata ilave edilerek,

pH: 5.5’ye ayarlandi, deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi. Buzdolabinda muhafaza
edildi.
Sodyum azit (5 g/L)

[¢]
1

2.2.6.3. Testin yapilisi :

Kor ve test tiipi olarak iki tiip alindi. Kor ve test isaretli tiiplere 0.1 ml serum ve 8’er ml asetat
tampon ¢ozletisi kondu. Sadece kér isaretli tiipe 1 ml sodyum azid ¢ozeltisi ilave edildi. Daha
sonra\ her iki tlipe de 1’er ml p-fenilendiamin ¢ozeltisi eklendi. Tipler alt Gst edilerek iyice
karigtirildi. 37 °C’de su banyosunda ve karanlikta 1 saat bekletildi. Inkitbasyon periyodundan
sonra, numune tiiplerine 1 ml Na Azit kondu ve alt tst edildi. Buzlu su igerisinde yarim saat

bekletildi. Sektrofotometrede 530 nm’de testin absorbansi kore karsi okundu.
2.2.6.4. Hesabs :
mg/dl Seriloplazmin = Testin Absorbans1 x 87.5*

(*) Holmberg-Laurell faktorii = p-Fenilendiamin oksidaz testindeki optik dansiteyi, serumda

ve standart testteki % mg seriiloplazmine ¢evirme faktoriidiir.
2.2.7. istatistik Degerlendirme

Gruplara ait sonuglarn istatistik degerlendirilmesinde t-testinden faydalamlmistir (Dizgiines
ve Ark. 1983).
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3. BULGULAR

Tanm ve Koyisleri Bakanligi’nin Ankara-Lalahan’da bulunan Hayvancilik Arastirma
Enstitiisii’nde yetigtirilen yerli (Turk) Ankara Kegileri (Genotip I) ve Amerikan x
Turk Ankara kegilerinden (Genotip II) alinan kan orneklerinde gerceklestirilen
plazma askorbik asit diizeyleri ile serum albumin, bilirubin, glikoz, irk asit,
seruloplazmin diizeylerine ait veriler ve gruplar arasindaki t-testi sonuglart Tablo 3.1

de toplu halde verilmigtir.

Tablo 3.1. Farkli genotipteki Ankara Kegilerinde plazma askorbik asit diizeyleri ile serum

albumin, bilirubin, glikoz, irik asit ve seruloplazmin diizeyleri

Testler Genotip 1 Genotip I F Sig
Askorbik asit Min. 0,50 0,23
(mg/dD) Maks. 3,54 2,71
x +Sx 1,59 + 021 1,46 + 0,18 0,02 | p>0,05
N 15 15
Albumin Min. 2,7 2,5
(g/dD Maks. 3.2 3,1
x + Sx 2,90 + 0,03 2,76 + 0,04 0,52 | p=0,05
N 15 15
Bilirubin Min. 0,00 0,00
(Total) Maks. 0,10 0,20
(mg/dl) x + Sx 0,08 + 0,01 0,10 + 0,01 0,07 | p=0,05
N 15 15
Glikoz Min. 44,00 50,00
(mg/dl) Maks. 78,00 80,00
x+Sx | 6033+ 230 63,60+ 2,36 | 0,00 | p>0,05
N 15 15
Urik Asit Min. 0,10 0,00
(mg/dl) Maks. 0,10 0,10
x +Sx 0,10 + 0,00 0,04 + 0,01 336,0 | p < 0,001
| N 15 15
Seruloplazmin Min. 9,97 11,02
mg/dl Maks. 30,36 26,30
x+Sx | 2131+ 153 17,50+ 0,99 | 457 | p<0,05
N 15 15
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Ayrica, her iki genotipteki Ankara kegilerine ait plazma askorbik asit diizeyleri ile
serum albumin, bilirubin, glikoz, trik asit, seruloplazmin diizeylerine ait sonuglar
Sekil 3.1-3.7 de ayn ayn grafikler halinde gosterilmistir. Incelenen parametrelere

iligkin bireysel degerler ise ‘Ekler’ boliimiinde Ek-Tablo 1 ve 2°de yeralmaktadir

Analiz sonuglarina gore Askorbik asit diizeyleri Genotip I Ankara kegilerinde 0,50 —
3,54 mg/dl arasinda ve ortalama 1,59 + 0,21 mg/dl, Genotip I Ankara kegilerinde
0,23 - 2,71 mg/dl arasinda ve ortalama 1,46 + 0,18 mg/dl olarak belirlendi (Tablo
3.1, Sekil 3.2). Genotipler arasinda istatistik olarak anlamlt bir farklihk gézlenmedi

(p 2 0,05).

Genotip 1 Genotip 2

N— y

Sekil 3.1. Farkh genotipteki Ankara kegilerinde plazma askorbik asit diizeyleri (mg/dl)

Serum albiimin diizeyleri Genotip I Ankara kegilerinde 2,70-3,20 g/dl arasinda ve
ortalama 2,9 + 0,03 g/dl, Genotip II Ankara kegilerinde ise 2,50- 3,10 g/dl ve
ortalama 2,7 + 0,04 g/dl olarak o6lgiilda (Tablo 3.1, Sekil 3.3). Farkli genotiplere ait

ortalama albumin degerleri arasinda istatistiksel 6nemde fark saptanmad: (p > 0,05).
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Sekil 3.2. Farkh genotipteki Ankara kegilerinde serum albumin diizeyleri (g/dl)

Serum total bilirubin diizeyleri Genotip I Ankara kegilerinde 0,00 — 0,10 mg/dl
arasinda ve ortalama 0,08 + 0,09 mg/dl, Genotip II Ankara keg¢ilerinde de 0,00 — 0,20
mg/dl arasinda ve ortalama 0,10 + 0,01 mg/dl olarak belirlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.4).

Bilirubin degerleri arasinda da istatistik anlamli fark gozlenmedi (p > 0,05).

0,1 -

0,05 -

Genotip 1 Genotip 2

Sekil 3.3. Farkhli genotipteki Ankara kegilerinde serum toplam bilirubin diizeyleri (mg/dl)
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Serum glukoz diizeyi Genotip [ Ankara kegilerinde 44.0 — 78.0 mg/dl arasinda ve
ortalama 60,33 + 2,30, Genotip II Ankara kegilerinde ise 50.0 - 80.0 mg/dl més1nda
ve ortalama 63,6 *+ 2,36 mg/dl olarak olgildi (Tablo 3.1, Sekil 3.5). Farkh
genotiplere ait ortalama glikoz degerleri arasinda istatistiksel onemde fark

saptanmadi (p = 0,05).

70 -
60 -
50 -
40 -
30 +
20 -
10 -

Genotip 1 Genotip 2

Sekil 3.4. Farkhi genotipteki Ankara kegilerinde serum glikoz diizeyleri (mg/dl)

Serum iirik asit diizeyleri Genotip I Ankara kegilerinde 0,10 — 0,10 mg/dl arasinda ve
ortalama 0,10 + 0,00 mg/dl, Genotip II Ankara kegilerinde 0,00 — 0,10 mg/dl
arasinda ve ortalama 0,04 + 0,01 mg/dl olarak belirlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.6).
Genotip II Ankara kegilerinin serum urik asit duzeylerinin Genotip I Ankara

kegilerinden p < 0,001 istatistik 6nem diizeyinde daha diigiik oldugu saptandi.
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Sekil 3.5. Farkh genotipteki Ankara kegilerinde serum iirik asit diizeyleri (mg/dl)
Sonuglardan genotiplerin serum seruloplazmiﬁ diizeyleri iizerinde etkili oldugu
gozlendi. Genotip I Ankara kegilerinin seruloplazmin diizeylerinin 9,97 ~ 30,36
mg/dl arasinda degistigi, ortalama degerin 21,31 + 1,53 oldugu, bu degerin genotip Il
Ankara kecilerinde 11,02 — 26,80 mg/dl arasinda ve ortalama 17,50 £ 0,99 mg/dl
oldugu gozlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.7). Seruloplazmin diizeylerinin genotipler
arasinda istatistiksel olarak p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilik gosterdigi anlasiidi.

Genotip 1 Genotip 2

NG v

Sekil 3.6. Farkli genotipteki Ankara kegilerinde serum seruloplazmin diizeyleri (mg/dl)
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4. TARTISMA

Farkli genotipteki Ankara Kegileri ile gerceklestirilen kargilagtirmali ilk ¢alisma Imeryiiz
(1959) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada Amerikan Ankara Kegisi tekesinden
elde edilen yavrularla ayni dogumlu, aym sartlarda bulunan yerli teke yavrulart dogum
agirligr, canli agirlik, tiftik verimi ve beden 6lgiileri yoniinden incelenmigtir. Bu ve daha
sonra gergeklestirilen benzeri ¢aligmalarin sonuglar1 farkli genotipteki Ankara
kecilerinde hedeflenen ozellikler ve verimlerin genotiplerden etkilendigini agik bir
sekilde gostermektedir. Ancak, genotiplerin kan parametreleri ve antioksidatif
metabolizmadaki etkilerini gosteren ¢aligmalar yok denecek kadar simirlt kalmigtir. Bu
alanda gergeklestirilen bir ¢aligmada Camas (1986), Ankara kegilerinde bazi verim
ozellikleri ile GSHPx, glutatyon reditktaz (GR) ve alkali fosfataz (ALP) aktiviteleri

arasindaki iliskileri incelemistir.

Genotipin antioksidatif metabolizmadaki etkilerinin gosterilmesinin amacglandigi bu
caligmada yerli (Tirk) Ankara kegileri ile Amerikan x Tirk Ankara kegilerinde
ekstraselliller antioksidanlarin dizeyleri 6lgilmiigtir. Bu yonii ile ¢alisma, Ankara

kecilerinde gergeklestirilen ilk ¢alisma olup orijinallik tagimaktadir.

Yiksek miktarda oksijen tirevi serbest radikallerin meydana gelmesi biyolojik
sistemlerdeki yap: taslart {zerinde olumsuz etki yapmaktadir. Bu maddelerin
¢ogunlugunun normal hiicresel iglevlerin sonucu meydana gelmesine kargin s6z konusu
maddelerin vicuttaki oranlarinin artisi ve antioksidan sistem olarak adlandirilan
savunma mekanizmalarinin yetersiz olusu; hiicrelerin yapisinda, iglevlerinde ve genetik
aktivitelerinde 6nemli hasarlara neden olmaktadir. Olaylar yalniz hiicreleri etkilemeyip,
aym zamanda hiicre dig1 molekiilleri de etkisi altina almaktadir (Dennery ve Stevenson,

1995; Benaron ve Bowen, 1991).

Genotipin antioksidatif metabolizmada olusturdugu degisikliklerin incelenmesi igin

* segilen ekstraselliller antioksidanlardan plazma askorbik asit, serum albumin, toplam
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bilirubin, glikoz, Urik asit, seruloplazmin diizeyleri olgiilmiustir. Sonuglardan tiftik
veriminin artirilmasina yonelik melezlemeler sonucunda elde edilen Genotip 11 Ankara
kecilerinde, sadece serum drik asit ve seruloplazmin diizeylerinin bu durumdan

etkiledigini anlagilmaktadir (Tablo 3.1; Sekil 3.1 - 3.7).

Askorbik asitin hidroksil, siperoksit anyon ve suda ¢dziinen peroksil radikallerinin
temizlenmesi, karsinojenik nitrozaminlerin inaktif uriinlere rediklenmesi, singlet
oksijenin yakalanmasi, aktif nétrofillerin sebep oldugu peroksidasyona karsi plazma
lipidlerini koruma gibi gesitli fonksiyonlan vardir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).
Genotip I Ankara kegileri ve Genotip [I Ankara kegilerinin plazma askorbik asit
diizeyleri Genotip I Ankara kegilerinde 1.59 mg/dl ve Genotip II Ankara kegilerinde
1.46 mg/dl’dir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.2). Farkin istatistik 6nemi bulunmamaktadir (p >
0,05).

Albiimin bir serum proteindir ve proteinlerin énemli bir bélimini olusturur. Bakir
iyonunu baglayarak, bakir iyonuna bagl lipid peroksidasyonunu ve HO® olusumunu
inhibe eder (Bast ve Ark., 1991). Albumin kanda yag asitlerini tasir ve safra
bilirubinlerini de baglar (Stocker ve Ark., 1990). Genotip I Ankara kegileri ve Genotip
I Ankara kegilerinin serum albumin degerleri kegiler igin bildirilen normal degerler
arasinda (2.7-3.9 g/dl) kalmustir (Altintas ve Fidanci, 1993). Bu deger Genotip I Ankara
kegilerinde 2.9 g/dl ve Genotip II Ankara kegilerinde 2.7 g/dI’dir (Tablo 3.1 ve Sekil
3.3). Farkun istatistik 6nemi bulunmamaktadir (p > 0,05).

Stocker ve Ark. (1987) yaptiklan bir galigmada, in vitro olarak bilirubinin lipid
peroksidasyonunu  konsantrasyona bagimlt olarak onledigini  gostermislerdir.
Mikromolar diizeydeki bilirubin homojen ¢ozeltilerde veya multilameller lipozomlarda
deneysel olarak olusturulan peroksi radikallerini etkin bir gekilde temizleyebilmektedir.
Normalde intestinal yolda bilirubin ve biliverdinin oksidatif yikimi 6nledigi
dustnalmektedir (Stocker ve Yorihiro, 1987). Bilirubin konjuge ¢ift bagdan olusan ve

reaktif hidrojen atomu bulunduran bir yapiya sahiptir. Bu nedenle antioksidan 6zellikler
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gosterdigi varsayilmaktadir (Benaron ve Bowen, 1991). Ancak, farkhi genotipteki
Ankara kegilerinin serum total bilirubin diizeyleri arasinda istatistik anlam tagiyan fark
gozlenmemigstir (p = 0,05). Genotip 1 Ankara kegilerinde ortalama serum toplam
bilirubin diizeyi 0,08 mg/dl ve Genotip II Ankara kegilerinde 0,10 mg/dl olarak
olgulmistiir. Genotip I Ankara kegileri ve Genotip II Ankara kegilerinin serum toplam
bilirubin degerleri (Tablo 3.1 ve Sekil 3.4) kegiler igin bildirilen normal degerler
arasinda (0,0-0,1 mg/dl) kalmigtir (Altintas ve Fidanci, 1993).

Ancak total bilirubin, konjuge olmayan bilirubin, mono- ve di-seker bilirubin
konjugatlarn ve delta bilirubin gibi g¢esitli fraksiyonlardan olusmaktadir. Bu
fraksiyonlardan hangisinin daha etkin olarak antioksidatif etkili oldugu bilinmemektedir.
Wu ve Ark. albumin bagh ankonjuge bilirubinin kiiltir hepatositlerini ve sigan
karacigerini oksiradikal hasarina karg1 korudugunu géstermislerdir. Bir bagka ¢alismada
ise bilirubinin insan ventrikiil miyositlerini ve eritrositleri bilinen antioksidanlardan daha

etkili korudugu saptanmugtir (Wu, 1994).

Farkl genotipteki Ankara kegilerinin serum glikoz degerleri arasinda da énemli bir fark
gozlenmemigtir. Genotip I Ankara kegilerine ait ortalama 60,33 mg/dl ve Genotip II
Ankara kegilerinin 63,60 mg/dl diizeyindeki serum glikoz degerleri (Tablo 3.1 ve Sekil
3.5) kegiler i¢in bildirilen normal degerler arasinda (50,0- 75,0 mg/dl) kalmistir (Altintas
ve Fidanci, 1993).

Urik asit antioksidan olarak demir ve bakir iyonlanim baglayarak etkisizlestirir. Ayrica,
singlet oksijen, hipoklorit, hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikalleri gibi reaktif
oksijen tiirlerini temizleyerek de antioksidan etki gosterir. Urik asidin lipid radikalleri
izerinde etkisi yoktur. Ayrica askorbik asidi oksidasyona karsi korumaktadir (Heffner
ve Repine, 1989; Halliwell ve Gutteridge, 1990).Genotip I Ankara kegilerinde ortalama
serum {irik asit diizeyi 0,10 mg/dl ve Genotip Il Ankara kegilerinde ise 0,04 mg/dl olarak
olgulmustir. Kegiler igin bildirilen normal serum iirik asit degerleri 0,3-1,0 mg/dl

arasindadir (Altintag ve Fidanci, 1993). Amerikan x Tiirk Ankara kegilerinin (Genotip
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II) serum urik asit diizeyi normal degerin altinda ve Genotip I Ankara kegilerine ait 0,1
mg/dl’nin altinda kalmistir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.6). Bu azalma p < 0.001 diizeyinde

istatistik anlam tagimaktadir.

Bir a; - glikoprotein olan seruloplazminin gérevi yalnizca bakir tagimak degildir. Diger
ozellikleri arasindan ilki ferroz iyonlara karg1 oksidan etkisidir. Fe*** yi Fe "*’e okside
eder. Bu sirada da oksijeni suya ¢evirir. Ferroksidaz aktivitesi demir iyonuna bagl lipid
peroksidasyonunu ve H;0; ¢ den HO® olusumunu inhibe etmesini saglar. Fe™, Fe™e
doniigiince transferrine sikica baglamir ve depolanarak etkinligi 6nlenir. Transferrin
bulunmadiginda dahi seruloplazmin kuvvetli bir antioksidan olarak gérev yapar (Pacht
ve Davis, 1988). Seruloplazminin antioksidan aktivitesi ¢esitli deneysel galigmalarla
ispatlanmistir. Bu alanda yapilan bir ¢aligmada, serumda seruloplazminin antioksidan
aktiviteye o-tokoferolden daha biyiik katk: sagladigini gésterilmistir. Seruloplazminin
mikrozomal membranlarda, doku homojenatlarinda, saflagtinlmig poliansature yag
asitlerinde ve fosfolipit vezikillerinde lipit oksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir.
Ek olarak, proteinler ve DNA’mn hasar gérmesini Onledigi, serbest radikallerle
baslatilan hiicre hasan ve lizisine kars1 hiicresel koruma sagladig saptanmistir (Fox ve
Ark.,1995). Genotip I Ankara kegilerine ait ortalama 21,31 mg/dl ve Genotip II Ankara
kegilerinin 17,50 mg/dl dizeyindeki (Tablo 3.1 ve Sekil 3.7) serum seruloplazmin
degerleri arasindaki fark p < 0.001 diizeyinde istatistik anlam tasimaktadir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada férkh genotipteki Ankara kegilerinde genotipik farkliliklarin
hayvanlarda antioksidatif metabolizmada degisiklere neden oldugu gozlenmistir.
Amerikan x Tirk Ankara kegilerinde antioksidatif metabolizmanin ekstraselliiler
antioksidanlarinin diizeylerindeki sinirh degisiklikler, ekstraselliler antioksidanlarin
sekunder antioksidan karakteri tagimas: ile ilgili géziikmektedir. Sonugta ekstraselliiler
antioksidanlardan trik asit ve seruloplazmin, genotipik degigikliklerden daha cok

etkilenmis ve bu ekstraselliiler antioksidanlarin diizeyleri azalmistir.

Sonug olarak farkl genotipteki Ankara kegilerinde ilk kez gerceklestirilen bu ¢aligmada,
genotipik degisikliklerin antioksidatif metabolizmay: etkiledigi gorulmiigtiir. Serbest
radikaller ve ekstraselliler antioksidanlar arasindaki dengede, sekunder karakterli

antioksidanlardan trik asit ve seruloplazmin daha aktif davranmustir.

Genotipin antioksidatif metabolizma iizerindeki etkileri yoniinde gergeklestirilecek diger
¢aligmalarda, antioksidatif metabolizma ile ilgili daha fazla parametrenin hayvanlarin

verimleri ile birlikte ele alinarak incelenmesi yerinde olacaktir.
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6. OZET

Genotipin  peroksidatif ve antioksidatif —metabolizma iizerindeki etkilerinin
gosterilmesinin amaglandit bu ¢aligmada, farkli genotipteki, yerli Ankara kegileri
(Genotip 1) ile Amerikan x Tiirk Ankara kegilerinde (Genotip II) lipid peroksidasyonu
ve ekstraselliiler antioksidanlarin aktiviteleri incelenmigtir.

Farkli genotipteki Ankara kegilerinden saglanan kan orneklerinde serbest radikallerinin
etkisinin  gosterilmesi ig¢in plazma malondialdehit diizeylerininin  olglimiine
basvurulmustur. Antioksidatif metabolizmadaki degisikliklerin incelenmesinde ise
ekstraselliiler antioksidanlardan plazma askorbik asit diizeyi ile serum albumin, toplam
bilirubin, glikoz, iirik asit ve seruloplazmin diizeyleri 6l¢iilmustiir.

Plazma malondialdehit diizeyleri Ankara kegilerinde 9,98 + 2,16 umol/L iken Amerikan
x Tirk Ankara Kegilerinde 14,34 £ 0,74 pumol/L olarak o6l¢ilmustur. Fark istatistik
olarak p < 0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur.

Farkli genotipteki Ankara kegilerinde plazma askorbik asit, serum albumin, bilirubin ve
glikoz diizeyleri arasinda istatistik anlam tastyan farkliliklar goézlenmemigtir (p > 0,05).
Serum iirik asit ve seruloplazmin diizeyleri genotip I Ankara kegilerinde 0,10 + 0,00
mg/dl ve 21,31 + 1,53 mg/dl, genotip II Ankara kegilerinde 0,04 + 0,01 mg/dl ve 17,50 +
0,99 mg/dl.olarak belirlenmis olup Amerikan x Tirk Ankara kegilerinin (Genotip II)

serum Grik asit diizeyi p £ 0,001 ve serum seruloplazmin diizeyi ise p < 0,05 istatistik
Onemde azalmistir.

Sonug olarak, Ankara kegilerinde genotipik iyilegtirmeler peroksidatif metabolizmada
degisiklere neden olmustur. Amerikan x Tirk Ankara kecilerinde peroksidatif
metabolizmadaki artisa antioksidatif metabolizmamn ekstraselliller antioksidanlarinin
cevabr sinirli kalmigtir, Bu durum ekstraselliller antioksidanlarin sekunder antioksidan
karakteri tagimasina baglanmigtir. Artan lipid peroksidasyonuna cevap sadece urik asit
ve seruloplazmin’den gelmis ve bu ekstraselliiler antioksidanlarin diizeyleri azalmustir.

Anahtar Kelimeler : Ankara kegisi, Genotip. Antioksidatif metabolizma. Ekstaselliller antioksidaniar
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SUMMARY
Extracellular Antioxidant Levels of Angora Goats In Different Genotype

Lipid peroxidation and extracellular antioxidant levels in Turkish angora goats
(Genotype I) and American x Turkish crossbred angora goats (Genotype II) were
investigated, the purpose was to show the effects of genotype on the peroxidative and
antioxidative metabolism.

Plasma MDA levels of angora goats in different genotypes were analysed to show
the effects of free radicals. Ascorbic acids in plasma, albumin, total bilirubin,
glucose, uric acids and ceruloplasmin in serum as extracellular antioxidant were
analysed to investigate the change in antioxidative metabolism.

Plasma MDA levels of Turkish angora goats and American x Turkish crossbred
angora goats were measured 9,98 + 2,16 umol/L and 14,34 + 0,74 umol/L,
respectively. The difference was statistically significant (p < 0.05). There were no
statistically significant differences between the plasma ascorbic acids, serum
albumin, bilirubin and glucose levels of angora goats in different genotype (p 2
0.05). Serum uric acids and ceruloplasmin levels were found 0,10 + 0,00 mg/dl and
21,31 £ 1,53 mg/dl in genotype 1, 0,04 + 0,01 mg/dl and 17,5 £ 0,99 mg/dl in
genotype II, respectively. Significantly decrease were found both in serum uric acid
(p < 0.001) and ceruloplasmin (p < 0.05) levels of angora goats in genotype I1.

It was concluded that; the genotypical change in angora goats may affect the
peroxidative metabolism. Extracellular antioxidants response were limited to the
increasing peroxidative meatbolism in American x Turkish crossbred angora goats
since extracellular antioxidants are seconder antioxidant. Uric acids and
ceruloplasmin have a protective response against the increasing lipid peroxidation
since decreased levels were observed in these intracellular antioxidants.

Key words: Angora Goat, Genotype, Antioxidative metabolism, Extracelluler
Antioxidants.
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