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ONSOZ

Stres ve organizmanin bu stres karst olusturdugu yanittan ilk defa 1936 yilinda
Silye tarafindan bahsedilmis ve oksidatif stres kavrami 1985 yilinda ’Oksidatif Stres’’
adli kitapta tanimlanmistir. O zamandan giiniimiize kadar gegen siirecte, redoks
biyolojisi ve tibb1 alaninda pek ¢ok gelisme ortaya ¢ikmistir. Oksidatif stres ile ilgili
olarak gilinimiizde birgok alanda arastirmalar yapilmaktadir. Yeni yontemlerin

gelistirilmesi ile bu alanda 6nemli 6l¢iide ilerleme kaydedilmistir.

Gebelik fizyolojik bir siire¢ olup, yavrunun yeterli gelisimini ve biiyiimesini
saglamak igin enerji ve oksijen gereksiniminde belirgin bir artis ile karakterizedir.
Yapilmis olan ¢alismalarda da belirtildigi gibi hem ananin hem de yavrunun gebelik
sirasinda oksidatif strese maruz kaldigi diisiiniilmektedir. Calismamizda, tilkemizdeki
koyun varliginin yaklasik %45’ini olusturan Akkaraman koyunlarindan laktasyonun
farkli donemlerinde alinan siit Orneklerinde antioksidan enzim aktivitelerinin

arastirilmasi amacglanmustir.
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Isletmesi Miidiirliigiiniin degerli ydneticilerine ve personellerine, doktora ve yiiksek

lisans 6grencisi arkadaslarima goniilden saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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Ayrica, bu giinlere ulasmamda destekleriyle her zaman yanimda olan degerli

aileme ve sevgili nisanlima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Yirmi yildan fazla bir siiredir, yapilmis birgok bilimsel c¢alismada
antioksidanlarin, beslenme ve saglik agisindan yararlar1 ve serbest radikaller ile
aralarinda var olan negatif iliski belirtilmistir. Oksidatif stresin, birgok hastaligin
patogenezisinde ve sekillenmesinde rol oynadigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir

(Giustarini ve ark., 2009).

Canlinin antioksidan savunma sistemiyle serbest radikaller arasindaki dengenin
oksidanlar lehine degismesi oksidatif stres olarak isimlendirilmektedir (Sies, 1991).
Oksidatif stres sekillenmesi durumunda organizmanin savunma mekanizmalari
(antioksidan mekanizmalar) yeterli olamadiginda hiicrede oksidatif hasar geliserek,
hiicrenin fonksiyonlar1 aksamaktadir, ayrica bu durum pek c¢ok hastaligin

patogenezisinde kritik rol oynamaktadir (Gutteridge, 1995).

Oksidatif stres biyolojik sistemlerdeki yapi taglarimi olumsuz etkilemesi
sebebiyle hiicre yapisinda énemli hasarlar meydana getirmektedir (Celi, 2011; Sies,
1995). Oksidatif stres durumunda canlinin savunma mekanizmalar yetersiz kalirsa,
hiicrelerde oksidatif hasar gelisir ve hiicrenin fonksiyonlar1 6nemli derecede aksar.
Oksidatif doku hasari, oksidan molekiillerinin hiicrenin temel taglar1 olan protein,

lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimler iizerindeki reaksiyonlarindan kaynaklanir

(Yu, 1999).

Son yapilan ¢alismalarda oksidatif stresin bir¢ok insan ve hayvan hastaliginin
baslangicinda veya olusmasinda kilit rol oynadig: bildirilmistir (Ercan ve Fidanci,

2012; Ercan ve ark., 2014; Sordilla ve Aitken, 2009).



Lipid peroksitlerin olusumu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun,
dogumdan sonraki ilk haftalarda enerji azalmasi ve yag mobilizasyonunun artmasiyla
iliskili oldugu diistiniilmektedir. Bu reaktif oksijen tiirleri canlilarda antioksidanlar ile
noétralize edilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve biyolojik sistemlerin bu
reaktif ara iriinlerin temizlenmesinde savunma yetenegi arasindaki dengesizlik

oksidatif strese neden olmaktadir (Castillo, 2005).

1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Oksijen yagsam i¢in vazgegilmez bir element olmasinin yani sira bazi durumlarda
canlilar i¢in zararli etkileri mevcuttur. Hiicreler, enerji iiretmek icin oksijen
kullandiklar1 sirada, ATP iiretiminin bir sonucu olarak serbest radikaller olusur. Bunlar
genellikle hiicresel redoks olaylart sonucu sekillenen Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)
ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) dir. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri
hiicre igin, hem olumlu hem de olumsuz olarak etki gosterebilirler. Buradaki hassas
olan denge hiicre i¢in olduk¢a dnemlidir. Diislik veya orta diizeylerde, ROS ve RNS
hiicresel yanit ve hiicrenin bagisiklik fonksiyonu iizerinde yararhi etkiler gosterir.
Yiiksek diizeylerde ise, tiim hiicresel yapilara zarar vererek oksidatif stres olustururlar.
Oksijen — serbest radikal teorisi yaklagik 50 yildir bilinmektedir. Bununla birlikte
antioksidanlarin canli organizma i¢in yararl etkilerinin kesfi ile ilgili ¢calismalar son

20 yillik siireg igerisinde oldukg¢a artmigtir (Lien ve ark., 2008).
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Sekil.1.1.0ksidatif Stres, serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

1.2. Serbest Radikaller, Ozellikleri ve Oksidanlar

ROS ve RNS, serbest radikalleri ve oksidanlar olarak da adlandirilan diger
radikal olmayan reaktif tiirevleri tanimlayan terimlerdir. Radikaller radikal olmayan
tirlere gore daha az stabildir, reaktiviteleri genellikle daha giicliidiir. Dig
yoriingesinde, bir veya daha fazla eslenmemis elektronu olan bir molekiile serbest
radikal denir (Poljsak ve ark., 2013; Riley, 1994). Serbest radikaller, her bir par¢anin
bir elektron tutmasi, bir radikalin diger bir radikale ayrilmasi ve ayrica redoks
reaksiyonlar1 yoluyla bir kimyasal bagin kirilmasi ile olusur. Serbest radikaller
arasinda Hidroksil (OH*), Siiperoksit (O2*7), Nitrik Oksit (NO*), Azot Dioksit
(NO2"), Peroksil (ROO*) ve Lipid Peroksil (LOO*) sayilabilir. Dolayistyla, biyolojik
serbest radikaller, lipidler, proteinler, DNA gibi ¢esitli organik substratlarla reaksiyona
girebilecek elektronlara sahip olan oldukg¢a kararsiz molekiillerdir (Halliwell ve
Gutteridge, 2007).



1.3. Serbest Radikallerin ve Oksidanlari Uretimi

ROS ve RNS olusumu hiicrelerde iki yolla meydana gelebilir: enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlar. Serbest radikal iireten enzimatik reaksiyonlar
solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P450

sisteminde yer alir (Lien ve ark., 2008).

Ornegin, siiperoksit anyon radikali (O2*7), NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
peroksidazlar gibi cesitli hiicresel oksidaz sistemleri araciligiyla tretilir. Bunlar
olusturulduktan sonra, hidrojen peroksit, hidroksil radikal (OH*), peroksinitrit
(ONOO™), hipoklordz asit (HOCI*), vb. gibi gesitli ROS ve RNS iireten cesitli
reaksiyonlara katilir. H,O> (radikal olmayan) aminoasit oksidaz ve ksantin oksidaz
dahil olmak iizere birgok oksidaz enziminin etkisiyle iiretilir. Sonuncusu hipoksantinin
ksantin ve ksantinin {irik aside oksidasyonunu katalize eder. In vivo olarak en reaktif
serbest radikal olan hidroksil radikali (OH *), O, * Fe'nin H20; ile Fe*? veya Cu*
(katalizor) varliginda reaksiyonu ile olusur. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak
bilinir (Droge, 2002; Valko ve ark., 2004; Valko ve ark., 2007). Hipoklordz asit
(HOCI), H202 varliginda kloriir iyonlarini oksitleyen notrofil tiirevli miyeloperoksidaz

tarafindan Uretilir.

Nitrik oksit sentaz ile L-argininin sitriiline oksidasyonundan biyolojik dokularda
nitrik oksit radikali (NO*) olusur. Serbest radikaller, oksijenin organik bilesiklerle,
iyonize radyasyonun olusmasi, gibi enzimatik olmayan reaksiyonundan sekillenebilir.
Non-enzimatik islem, mitokondride oksidatif fosforilasyon (yani aerobik solunum)

sirasinda da meydana gelebilir (Droge, 2002; Genestra, 2007; Valko ve ark., 2007).

ROS ve RNS, endojen veya eksojen kaynaklardan iiretilir. Endojen serbest
radikaller, bagisiklik hiicresi aktivasyonu, iltthaplanma, zihinsel stres, asir1 egzersiz,
iskemi, enfeksiyon, kanser, yaslanma sonucu olusur. Ekzojen ROS / RNS hava ve su

kirliligi, sigara dumani, alkol, agir veya gecis metalleri (Cd, Hg, Pb, Fe, As), bazi



ilaclar (siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin), endiistriyel ¢oziiciiler, pisirme
(flime) sonucu olusur. Viicuda farkl: yollarla niifuz ettikten sonra, bu eksojen bilesikler

serbest radikallere ayristirilir veya metabolize edilir (Lien ve ark., 2008).
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Sekil.1.2. Siiperoksit anyonunun diger reaktiflerin olusumundaki rolii (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

1.4. Serbest Radikaller ve Oksidanlarin Yararh Etkileri

Disiik veya orta konsantrasyonlarda, ROS ve RNS hiicresel yapilarin
olgunlagma siireci i¢in gereklidir. Aslinda, fagositler (notrofiller, makrofajlar,
monositler), viicudun hastaliklara kars1 savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak
istilaci patojen mikroorganizmalari yok etmek i¢in serbest radikalleri serbest birakirlar
(Droge, 2002; Young ve Woodside, 2001).

ROS iiretiminin bagisiklik sistemi tarafindan 6nemi, graniilomatdz hastaligi olan

hastalar tarafindan agik¢a 6rneklenmistir. Bu hastalar, NADPH oksidaz sistemindeki



defekte bagl olarak siiperoksit anyon radikalini iiretemezler bu durum ¢oklu ve kalici

enfeksiyona yol acar (Droge, 2002; Valko ve ark., 2007).

ROS ve RNS'nin diger yararli etkileri, bir dizi hiicresel sinyal sisteminin
islevindeki fizyolojik rolleridir (Genestra, 2007; Halliwell, 2007; Pacher ve ark.,
2007). Ornegin, nitrik oksit (NO), kan akisini, trombozunu ve noral aktiviteyi modiile
etmek i¢in bir hiicreler arasi habercidir. NO, spesifik olmayan konak savunmasi ve

hiicre i¢i patojenleri ve tiimorleri 6ldiirmek igin de 6nemlidir (Pacher ve ark., 2007).

Serbest radikallerin bir bagka yararli aktivitesi mitojenik yanitin indiiksiyonudur.
Kisaca, ROS / RNS diisiik veya orta seviyelerde insan sagligi i¢cin hayati dnem

tasimaktadir (Genestra, 2007; Pacher ve ark., 2007).

1.5. Serbest Radikallerin ve Oksidanlarin Zararh Etkileri

Serbest radikaller ve oksidanlar fazla miktarda iiretildiginde, hiicre zarlarini ve
proteinler, lipitler, lipoproteinler ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi yapilari ciddi
bigimde degistirebilen, zararl bir siire¢ olan oksidatif stres olarak adlandirilan bir

fenomen olustururlar (Lien ve ark., 2008).

Hiicreler olusan serbest radikallerin fazlaligini yeterince yok edemediginde
oksidatif stres ortaya cikabilir. Bagka bir deyisle, oksidatif stres, ROS / RNS'in
olusumu ve nétralizasyonu arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
Ornegin, fazla miktarda hidroksil radikal ve peroksinitrit, lipit peroksidasyonu adi
verilen bir iglemle hiicre zarlarina ve lipoproteinlere zarar verebilir. Bu reaksiyon,
sitotoksik ve mutajenik olan malondialdehid (MDA) ve konjuge dien bilesiklerinin
olusumuna yol agar. Lipid peroksidasyonu bir radikal zincir reaksiyonu ile meydana
gelir, yani bir kez baslatildiginda, hizla yayilir ve ¢ok sayida lipit molekiilii etkiler
(Frei, 1997).



Proteinler, ROS / RNS tarafindan da zarar gorebilir ve bu da yapisal
degisikliklere ve enzim aktivitesinin kaybina yol agar (Frei, 1997; Halliwell, 2007).
DNA’da oksidatif hasar, mutasyonlara neden olabilen farkli oksidatif DNA
lezyonlarinin olugmasina yol agar. Viicudun DNA onarim enzimleri ve / veya
antioksidanlar kullanarak bu ataklara kars1 koymak igin ¢esitli mekanizmalar1 vardir
(Lien ve ark., 2008).

1.6. Antioksidanlar ve Saghk

Viicutta dogal olarak iiretilen (endojen antioksidanlar) veya disaridan gidalarla
(eksojen antioksidanlar) saglanan antioksidanlar vasitastyla oksidatif stresi onlemeye
yonelik c¢esitli mekanizmalar yer almaktadir. Antioksidanlarin rolleri, serbest
radikallerin fazlaligini nétralize etmek, hiicreleri toksik etkilerine karsi korumak ve

hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunmaktir (Lien ve ark., 2008).

1.7. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Hiicrelerdeki endojen bilesikler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. ROS ve RNS'nin nétralizasyonunda dogrudan
rol oynayan baslica antioksidan enzimler sunlardir:

e Siiperoksit Dismutaz (SOD),
eKatalaz (CAT),

¢ Glutatyon Peroksidaz (GPx)
¢ Glutatyon Reduktaz (GRx)

Serbest radikallere kars1 ilk savunma hatt1 olan SOD, siiperoksit anyon radikali

(O2") 'nin indirgenerek hidrojen peroksite (H202) doniistiirtilmesini katalize eder.



Olusan oksidan (H20>), katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx) ile su
ve oksijene (O2) dondstiiriiliir. Selenoprotein GPx enzimi, indirgenmis glutatyonu
(GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG) ¢evirmek suretiyle H2O2'yi ortadan kaldirir. Bir
flavoprotein olan glutatyon rediiktaz, GSSG'den GSH'yi yeniden iiretir. Hidrojen
peroksitin yani sira GPx, lipit veya non-lipid hidroperoksitleri de azaltir (Droge 2002;
Valko ve ark., 2004; Young ve Woodside, 2001).

.Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan olan (lipoik asit, glutatyon, L-
ariginin, koenzim Q10, melatonin ,lirik asit, biluribin, metal selatlama proteinleri,
transferrin vb.) viicutta metabolizma ile tretilir. Ekzojen antioksidanlardan olan (E
vitamini, C vitamini, karatenoidler, eser metaller (selenyum, manganez, ¢inko)
flovonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri vb.) gida veya takviye yoluyla alinabilir
(Droge, 2002; Willcox ve ark., 2004).

1.8. Antioksidanlarin Etki Diizeyi

Canli sistemlerdeki antioksidan savunma mekanizmasini olusturan antioksidan
molekiilleri farkli seviyelerde etki gosterir. Bu seviyeler radikal onleyici, radikal
temizleyici ve radikal kaynakli hasar onarimi olabilir. Savunma hattina dayanarak,
antioksidanlar birinci basamak savunma antioksidanlari, ikinci basamak savunma
antioksidanlari, Gigiincii basamak savunma antioksidanlar1 ve dordiincii hat savunma

antioksidanlari olarak dort grupta incelenebilir.

1.8.1. Birinci Basamak Savunma Antioksidanlari

Bunlar hiicrelerde serbest radikallerin veya reaktif tiirlerin olusumunu

baskilayan veya onleyen bir antioksidan grubudur.



Serbest radikal haline gelme potansiyeli olan herhangi bir molekiilii veya diger
radikallerin tiretimini inhibisyon kabiliyetine sahip olup, serbest radikalleri nétralize

etmede ¢ok hizlidirlar.

Ug anahtar enzim bu grupta yer alir: Siiperoksit Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz. Bu enzimler sirasiyla siiperoksit radikalini, pargalama hidrojen
peroksitlerini ve hidroperoksitleri zararsiz molekiillere (H.02 / alkol ve O>)

dontistiirmede gorev alir.

Bu gruptaki antioksidanlar ayrica, sirasiyla demir ve bakiri selatlayan veya
sekestre eden ve dolayisiyla serbest radikal olusumunu oOnleyen transferin ve
seruloplazmin gibi metal iyon baglayici proteinleri icerir (Sekil 1.3) (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).



Mitochondrial enegy <
production pathvway a;éﬁ,g,

INEPP)
\%m “
E \
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3
£:
23 lomizing radiation
T = B
El and many maore
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Chlonoplast

Peroxisomes Mitechondria

Sekil 1.3. 1. Basamak Savunma Antioksidanlar1 (Ighadaro ve ark., 2018).

1.8.2. ikinci Basamak Savunma Antioksidanlar

Bu antioksidanlar grubuna siklikla temizleyici antioksidanlar denir. Zincir
baslangicini engellemek ve zincir yayilma reaksiyonlarini kirmak icin aktif radikalleri
temizlerler. Serbest radikalleri kendilerine elektron bagislayarak nétralize eder veya

temizlerler ve bu siirecte serbest radikallerin kendileri olurlar ancak daha az zararl

etkiler yaparlar.

Bu “yeni radikaller” kolayca nétralize edilir ve bu gruptaki diger antioksidanlar

tarafindan tamamen zararsiz hale getirilir. Askorbik asit, {irik asit, hidrofilik olan alfa
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tokoferol (E vitamini) ve lipofilik olan ubikuinol i¢eren antioksidanlar bu kategoriye

girer. (Ighodaro ve Akinloye, 2018)

1.8.3. Uciincii Basamak Savunma Antioksidanlar:

Serbest radikal hasar1 olustuktan sonra bu gruptaki antioksidanlar devreye
girmektedir. Serbest radikallerin biyomolekiillere verdikleri hasar1 gideren ve hasarli
hiicre zarmi sulandiran de novo enzimleridir. Hasarli DNA, protein ve lipitlerin
onarimi i¢in bir grup enzimdir. Ayrica viicut dokular1 i¢in toksik olabilecek
birikimlerini 6nlemek i¢in bir ¢esit "temizlik gorevi" yaparlar, okside olmus veya zarar
gbérmiis proteinleri, DNA ve lipidleri tanirlar, yikarlar ve temizlerler. Yaygin drnekler
arasinda, hem sitozolde hem de DNA'da bulunan DNA onarim enzimi sistemleri
(polimerazlar, glikozilazlar ve niikleazlar), proteolitik enzimler (proteinazlar,

proteazlar ve peptidazlar) bulunur. (Ighodaro ve Akinloye, 2018)

1.8.4. Dordiincii Basamak Savunma Antioksidanlari

Bu antioksidanlarin etkisi temel olarak serbest radikallerin tiretimi i¢in gerekli
sinyalleri ve bu serbest radikallerin olusumunu veya reaksiyonunu 6nlemek i¢in
gerekli sinyalleri kullandiklar1 bir adaptasyon mekanizmasini igerir (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

Olusan serbest radikalden iiretilen sinyal, uygun bir antioksidanin olusumunu ve

dogru yere taginmasini saglar (Niki, 1993).
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1.9. Antioksidan Siireci

Bir antioksidan serbest radikali tahrip ettiginde, bu antioksidanin kendisi
oksitlenir. Bu nedenle, antioksidan kaynaklar1 viicutta siirekli olarak restore
edilmelidir. Bu nedenle, belirli bir sistemde bir antioksidan serbest radikallere kars1
etkili olurken, diger sistemlerde ayni antioksidan etkisiz olabilir. Ayrica, bazi
durumlarda, bir antioksidan, bir pro-oksidan olarak da islev gorebilir. Toksik ROS /
RNS iiretebilir (Young ve Woodside, 2001).

Antioksidan siire¢ iki yoldan biriyle ¢alisabilir: zincir kirma veya 6nleme. Zincir
kirilmasi i¢in, bir radikal salindiginda veya bir elektron aldiginda, ikinci bir radikal
olusur. Sonuncusu, ayn1 hareketi bagka bir molekiil {izerinde uygular ve olusan serbest
radikal, zincir kirict bir antioksidan (Vitamin C, Vitamin E, karotenoidler vb.) ile
stabilize olana kadar devam eder veya basitge bir lireme iiriinii haline gelir. Boyle bir
zincir reaksiyonunun klasik ©rnegi lipit peroksidasyondur. Onleyici yol igin,
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi bir antioksidan enzim,
Ornegin, serbest radikalleri baglatmayr veya bakir ve demir gibi gegis metali
radikallerini stabilize ederek, zincir baslatma hizin1 azaltarak oksidasyonu onleyebilir

(Young ve Woodside, 2001).

1.10. Oksidatif Stres Diizeyinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Oksidatif stresin varlig1 ii¢ yoldan biriyle test edilebilir:

(1) ROS'un dogrudan 6l¢iimii;

(2) Biyomolekiillerde ortaya ¢ikan hasarin dlgiilmesi;

(3) Antioksidan seviyelerinin saptanmasi

Dogrudan ROS 6l¢iimii tercih edilen yontem gibi goriinebilir, ancak bir¢ok
reaktif oksijen tiirii asir1 derecede kararsizdir ve dogrudan 6l¢gmek zordur. Bu nedenle,

birgok bilim adami proteinler, DNA, RNA, lipitler veya diger biyomolekiiller
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tizerindeki hasar1 6l¢gmeyi tercih etmektedir. Bu dolayli bir yaklasim olsa da, bir¢ok
hasar belirleyicisi asir1 derecede stabildir ve bu nedenle oksidatif stresi 6lgmek i¢in
daha giivenilir bir yontem saglar. Baska bir yaklasim ise, hiicrede olusan ROS'un
dengelenmesine hizmet eden antioksidan enzimlerin ve diger redoks molekiillerinin
seviyelerini Olgmektir. Katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi spesifik antioksidan
enzimlerin aktivitesini Olgmek igin deneyler mevcuttur. Ek olarak, baz
biyomolekiillerin ve gida ekstrelerinin antioksidan kapasitesini test edebilen analizler
de mevcuttur. Oksidatif stresi O0l¢gmek icin analizleri se¢me islemi, ilk olarak
incelenecek olan Ornek tipini belirleyerek baslamalidir. Oksidatif stresin bir¢cok
belirtegleri vardir, ancak bazi 6rneklerde (hiicreler, dokular, idrar, kan, vb) daha kolay

saptanir. (Palmieri ve Splendorio, 2007)

1.10.1. Siiperoksit Dismutaz

Canlilarda, antioksidan savunma sisteminin parametreleri olan serum Glutatyon
Peroksidaz (GPx), Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimleri enzimatik antioksidan olarak
etki gosterir. SOD, oksijen serbest radikallerini oksijene ve daha az toksik olan,

hidrojen peroksit'e doniistiiriir (Asada, 1976).

Fridovich (1986) tarafindan yapilan bir calismada manganez, bakir, ¢inko igeren
3 ¢esit SOD oldugu bildirilmistir, ayrica sigir siitiinde bakir, ¢inko igeren SOD tespit
edilmistir (Asada, 1976; Korycka-Dahl ve ark., 1979).

Sigir siit serumundaki bakir, ¢inko SOD enzimi ile, sigir eritrositindeki bakar,
¢inko SOD enziminin molekiil agirlig, elektroforetik 6zellikleri ve spesifik aktivitesi
aynidir (Asada, 1976; Hill, 1975). Yapilan bir ¢alismada ise (Kiyosawa ve ark., 1983)

insan siitiindeki mangan-SOD aktiviteside tespit edilmistir.

S1gir SOD enziminin molekiil agirligi 33 kDa’dir (Evans
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ve ark., 1974). Her bir monomeri yaklasik olarak 153 aminoasit, bir disiilfid
kopriisii, bir bakir +2 iyonu ve bir ¢inko +2 iyonu igerir. Bakir +2 iyonu elektron
transferinden sorumludur (Fridovich, 1974). SOD rennet ile kazein ¢Oktiiriildiikten

sonra, kismen yagi alinmis siitten saflastirilmistir (Hill, 1975).

Yapilan bir ¢alismada (Asada, 1976) SOD’1n siit kremasinda bulunmadigi ancak
yagsiz siitte bulundugu tespit edilmistir. Siitteki SOD aktivitesi ¢esitli inek irklari
arasinda farkliliklar gosterir. Siit serumundaki ortalama SOD aktivitesi Holstayn cinsi
ineklerde 0.92 U/ml ve Jerseylerde 1.27 U/ml olarak tespit edilmistir (Kankare ve
Antila, 1982). inek siitiindeki SOD miktar1 laktasyon déneminden ve inegin yasindan
etkilenen bir durum degildir. Ayrica SOD diizeyinde sabah ve aksam sagimlarinda
yapilan Ol¢iimlerde degisim saptanmamistir ancak somatik hiicre sayisinda bu
dlgiimlerde farklik saptanmistir (Hicks, 1980). Inek Siitiindeki SOD konsantrasyonu
sigir kanindan yaklasik 100 kat daha diisiik oldugu saptanmistir (Hoolbrook ve Hicks,
1978). insan siitiindeki SOD konsantrasyonu sigir siitiinden yaklasik 2 ile 2.3 kat daha
yiiksek tespit edilmistir (Kiyosawa ve ark., 1993).

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin 6nlenmesinde, SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi, yapilan c¢alismalarda ileri
stirilmistiir. Ciinki SOD 1le katalizlenen tepkime sonucu olusan hidrojen peroksit,
oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi Onlenir

(Nageswararao ve ark., 1969).

1.10.2. Katalaz

Organizmanin aerobik hiicrelerinde, 6zellikle karaciger ve eritrositlerde bol
miktarda bulunan bir enzimdir. Kalp, beyin ve iskelet kas1 ise az miktarda katalaz icerir

(Garewal, 1997).
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Katalaz hidrojen peroksiti etkin bir bi¢gimde su ve molekiiler oksijene
ayrismasini katalize eden en aktif enzimlerdendir. Bu enzim daha ¢ok peroksizomlarda
lokalize olmakla birlikte, kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve

bobreklerde yiiksek oranda bulunur (Scibior ve Czechot, 2006).

Katalaz molekiilii her biri 60 kDa olan 4 adet alt tiniteden olugmakta olup, toplam
molekiil agirhgr 240 kDa’dir. Cig siitiin ortalama katalaz aktivitesi poloritmerik
metodla 1.95 IU/ml olarak belirlenmis, Kasim ayinda toplanan numunelerde Nisan
ayina gore katalaz aktivitesi daha yiiksek bulunmustur (Hirvi ve Griffiths, 1998). Read
ve ark. (1969) tarafindan yapilan ¢alismada katalaz aktivitesinin somatik hiicre sayisi
ile korelasyon i¢inde oldugunu gdstermistir. Katalaz aktivitesinin somatik hiicre sayisi

ile korelasyon iginde oldugu ortaya konmustur.

1.10.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz, hidrojen peroksit dahil pek ¢ok peroksidin
uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Glutatyon Peroksidaz, H202’nin
yikiminda hidrojen vericisi olarak Glutatyon’u kullanir. Glutatyon’un rejenerasyonu,
Glutatyon rediiktaz ile katalizlenir. Glutatyon Peroksidaz ayrica biiyiik molekiillii lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden de sorumludur (Gutteridge ve Halliwell, 1997).

Glutatyon Peroksidaz ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan sigir eritrositlerinde
tespit edilmistir. En iyi bilinenler hiicresel Glutasyon Peroksidaz ve plazma glutasyon
peroksidazdir ve bunlar homotetramer yap1 olan kovalent olmayan baga sahip 4 alt
tiniteden olusur. Sigir plazma glutatyon peroksidazi 226 aminoasitten olusan 24860
dalton agirliginda alt iinitelerden olusur. Cig siitteki glutatyon peroksidaz aktivitesi
12-32 U/ml arasinda 6l¢iilmiis ve selenyum konsantrasyonu ile arasinda kuvvetli
korelasyon bulunmustur. Bu sonuglar glutasyon peroksidazin sigir siitiinde
selenyumun biyolojik aktif maddesi olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Debski ve
ark., 1987; Hojo, 1982).
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Yapilan bir calismada glutasyon peroksidaz ile total peroksidaz aktivitesinin
iligkisi insan siitlinde %29, sigir siitiinde %27, kegi siitlinde %65 bulunmus, Glutatyon
peroksidaz aktivitesinin sigir siitiinde insan siitiiyle yakin oranda oldugu 31-39 U/ml
tespit edilmistir (Bhattacharya ve ark. 1988; Debski ve ark. 1987; Hojo, 1986). Siitile
ilgili yapilan ¢alismalarda glutatyon peroksidaz aktivitesi 150-170 ve 92-96 kDa'a
karsilik gelen araliklarda oldugu tespit edilmistir (Bhattacharya ve ark., 1988; Debski
ve ark., 1987).

Insanlarda anne siitiiniin laktasyon dénemi boyunca oksidan ve antioksidan
aktivitesi arastirilmis ve biiyiiyen bebegin aktioksidanlara karsi olan ihtiyacinin

degistigi ve anne siitiindede ayni oranla bu antioksidan enzimlerin diizeylerinin

diistiigii belirlenmistir (Yiksel ve ark., 2015).

Ermis ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada sigara i¢en ve igmeyen
annelerin stitlerindeki antioksidan durum arastirilmis, ¢alisma sonucunda sigara icen
annelerin serum ve siitlerinde oksidatif stres diizeyinin, sigara igmeyen annelere gore

daha fazla oldugu bulunmustur.

1.11. Kaliforniya Mastitis Testi (CMT)

Mastitis kisaca, meme bezinin yangilanmasi olarak tanimlanabilir bu durum siit
inek¢iliginden en yaygin olarak goriilen ve ekonomik kaybin ciddi boyutlara ulastigi
bir hastaliktir (Homan ve Waatiaux, 1996). Hastalik siit veriminde diisme, siitiin
bilesiminde degismeye neden olur. Mastitis sonucu sekillenen siit kayiplarinin
yaklasik %70-80’1 subklinik mastitisten kaynaklanir (Janjen, 1970; Rice, 2006).
Subklinik mastitise bagli olarak siitte sekillenen degisimler, memeye plazma

proteinleri gegmesi, iyon konsantrasyonlarinda degisme, lokal hiicre yikim1 nedeniyle
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intraselliiler bilesiklerin siite gegmesi ayrica siitte somatik hiicre sayisinin artmasi

seklinde goriiliir.

Mastitisli siitlerin elektriksel iletkenligi, iyon konsantrasyonlarinda meydana
gelen degisimler sebebiyle ylikselmektedir. Meme dokusunda meydana gelen hasara
bagli olarak laktoz ve potasyum konsantrasyonunda diisme sekillenirken, sodyum ve

klor iyon konsantrasyonlar1 yiikselir (Nielen ve ark., 1992).

Siitteki somatik hiicre sayisinin tespiti, direk mikroskopi ile olabildigi gibi DNA
fitler metodu, Counter, Fossamatik gibi direkt metodlarla da yapilabilmektedir. Ayrica
indirekt olarak CMT ile de yapabilmektedir. CMT testi ilk kez 1957 yilinda Schalm
ve Noorlander tarafinda gelistirilmis bir testtir (Daniel ve ark., 1966). CMT sik
kullanilan bir metoddur ¢ilinkii saha sartlarinda uygulanabilme kolaylaligi oldukca
yiiksektir (Bastan ve ark., 1997; Bastan, 2007).

CMT, CMT ayrraci ile stitteki hiicresel materyal arasinda gerceklesen reaksiyona
dayanir (Aynsheley ve Buol, 1965). Bu testte kullanilan Sodyum-Dodesil Siilfatin
(SDS) hiicre gekirdegi ve hiicre zarini birbirinden ayirmasi sonucu DNA serbest kalir.
Siit 6rnegindeki DNA miktarinin fazlaligina bagli olarak jelin kivami artar (Schalm ve

ark., 1971).

Koyunlarda gebelik ve laktasyon donemi hayvanin doku ve hiicrelerinde
oksidatif strese meyil olusturur. Oksidatif stresin bir¢ok belirteci vardir, ancak bazi
orneklerde (hiicreler, dokular, idrar, kan, siit vb) daha kolay saptanir. Oksidatif stresi
O0lcme islemine, Oncelikle c¢alisma materyalini belirleyerek baglamalidir.
Mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda fagositik hiicrelerin serbest radikalleri agiga
cikardigr bilinmektedir. Meme enfeksiyonlarina bagli olusan oksidatif hasarin hatali
yorumlara yol agabilme ihtimalinden dolay1 ¢alisma ornekleri CMT testi sonucu
negatif olanlar arasindan olusturulmustur.

Dokusal ve hiicresel oksidatif stres dolasim sistemi vasitasiyla siite de

yanstyabilecegi diisiincesiyle, bu calismada Konya Gozlii Tarim Isletmesi’nde
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yetistirilen Akkaraman koyunlardan tekli ya da ikiz dogum sonrasi 0., 45. ve 90.
giinlerde alinan siit drneklerinde oksidatif stres gdstergesi bazi enzimlerin (SOD, CAT

ve GPx) aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi.
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2. GEREC ve YONTEM

Tez galismas1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dal1 Laboratuvarlarinda yiiriitildi.

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1.” de gosterildi.

Cizelge.2.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Uretici Firma Katalog
Numarasi

NazHPO4 Chem Cruz SC-202342A
NaH2PO4 Sigma 7558-79-4
Rediikte Glutatyon Sigma EG/EC 200-725-4
NaOH Merck 1.06462.1000
EDTA(C10H1N2Na20s2H-0) Sigma 092K0060
Na-Azid Sigma 26628-22-8
Glutatyon rediiktaz Boehringer-Manheim 9001-48-3
NADPH+H* Merck 2646-71-1
Luperox Sigma 75-91-2
Kloroform Sigma 67-66-3
Etanol Sigma 64-17-5
Ksantin (CsHsN4Oy) aber 69-89-6
SOD Assay Xanthine Oxidase Cayman 706002-96-96
Amonyum Siilfat Sigma 7783-20-2
Nitroblue Tetrazolium (NBT) Sigma 298-83-9
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Sodyum Karbonat (Na2COs) Sigma 497-19-8
Si1gir Albumin Sigma 9048-46-8
Bakar Kloriir (CuCl2H,0) Sigma 7447-39-4
KH2POq4 Merck 7778-77-0
NazHPO4.2H20 Santa Cruz Biotechn. Sc-203402B
H202 Sigma 7722-84-1
Bakir(II)-siilfat-5hidrat Merck 2579373
K-Na Tartarat Tetrahidrat Merck A203785023
Sodyum Hidroksit Merck B0316462926
Potasyum Iyodiir Malline Krodt Kanada TF.1577

2.2. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.2.” de gosterildi.

Cizelge.2.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Uretici Firma Model

Su Aritma Cihazi (Ultra saf su) Millipore Synergy 185
ELISA Okuyucu Tecan Sunrise
Santrifiij Sigma 3K30

Hassas terazi Shimadzu AUW320
Spektrofotometre Shimadzu UV-1700 Pharma Spec
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2.3. Etik

Tez calismas igin, Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’na basvurulmus olup 21/02/2018 tarihli toplanti, 2018-4-38 sayili karar

numarasi ile etik kurul izni alindi.

2.4. Tez Calismasinda Kullanmilacak Hayvan Sayisinin Belirlenmesi

Tez ¢aligmasinda kullanilacak koyun sayisi, deney planlamasi ve analizi ile ilgili
bilgi ve tecriibeler 1s1g81nda arastirildi. En az koyun sayisi; deneyin amaci ve literatiir
bilgiler dogrultusunda, grup sayis1 2, zaman tekrar1 sayis1 3, tekrarlar arasi korelasyon
0.6, Tip 1 hata 0.05, Giig 0.8, Etki Biiylikliigii 0.3 parametreleri ile G-Power 3.1
programindan yararlanarak hesaplandi. Yapilan analiz sonucunda kullanilmasi

gereken 6rneklem biiyiikliigii toplamda 66 olarak tespit edildi.

2.5. Hayvan Materyali, Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Tez galismamizin materyalini Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii Gzlii Tarim
Isletmesinde bulunan 116 bas Akkaraman Koyunu olusturdu. Tez c¢alismasinda
kullanilacak Akkaraman Koyunlar1 aym siiriide bulunan klinik olarak saglikli, viicut
agirliklart birbirine yakin olan hayvanlardan secildi. Biitiin hayvanlar dogal kosullar
altinda yar1 agik agilda beslendi. Tiim hayvanlarin siirekli olarak igme suyuna

erigsimleri vardi ve mineral tuz bloklar1 yetistirme periyodu boyunca kullanildi.

Ciftlikte rutin olarak asilama protokolleri uygulandi. Calisma gruplarina dahil
olan koyunlarda, herhangi bir hastalik tespit edilenler ¢alismaya dahil edilmedi.

Calismamizin materyalini olusturacak Akkaraman koyunlar 2 gruba ayrildi.
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1. ¢alisma grubu, ilk dogumunu yapan 1 kuzulu koyunlar, 2. ¢alisma grubu ilk

dogumunu yapan iki veya daha fazla kuzulu koyunlardan olustu.

Calisma materyalimizi olusturacak koyunlardan dogumu takiben yavru agiz
siitlinii tamamen aldiktan sonra (0. Giin), laktasyon doneminin ortasinda (45. giin) ve
laktasyonun son doéneminde (90. giin) olmak {izere toplam 3 kez numune alindi.
Toplamda 198 adet siit numunesi elde edildi. Alinan siit numuneleri Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdali Labaratuvarlarinda uygun
metodlar kullanilarak SOD, Katalaz ve Glutatyon Peroksidaz aktivite O6lgiimleri

yapildi.

2.6. Siit Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Siit 6rnekleri alinmasi i¢in, koyunlar ayakta tutularak meme bas1 antiseptik
soliisyonla (%5 Zefiran) temizlendikten sonra, sagimla ilk siit alinmayip, ikinci siit 15
ml’lik santrifiij tiiplerine almmar alinmaz sogukta muhafaza edilmis ve zaman

gecirmeden -20°C’lik derin dondurucuya aktarilarak analizlere kadar saklandi.

2.7. Sut Serumlarimin Elde Edilmesi

Alnan siit numuneleri 2 ml’lik godelere 2’ser ml alinarak 30 dakika 26000xg’de
santrifiij edildi. Uzerinde biriken yag tabakas1 uzaklastirilarak siit serumlari toplanip -

20 °C’de saklandh.

2.8. Calisilacak Testler ve Metodlari
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2.8.1. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii

Siiperoksit Dismutaz enzim aktiviteleri Sun ve ark. (1988)’nin bildirdikleri

yonteme gore Olciildii.

Testin Prensibi

Enzimatik bir tepkime sonucunda olusan siiperoksit radikallerinin, ortamda
bulunan Nitroblue Tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin 6rnekteki SOD tarafindan
engellenmesi prensibine dayanir. Bu metodda siiperoksit radikali tiretimi ksantin-
ksantin oksidaz enzimatik tepkimesiyle meydana gelir. Bu sekilde meydana gelen
stiperoksit radikalleri, NBT ile tepkimeye girerek bu maddeyi indirgemesi sonucu
maksimum absorbansin1 560°’nm de veren formazon sekillenir. Ortama eklenen
enzimin, meydana gelen siiperoksit radikallerini dismutasyona ugratmasi sebebiyle,
NBT rediiksiyonu yavaslar ve sonugta spektrofotometrede okunan absorbans degeri
diiser. Kisaca, formazon sekillenmesinin inhibisyonunun tayin edilmesiyle SOD

miktar1 indirekt olarak belirlenir.

Kullanilan Cozeltiler

1. Kloroform: Analiz safliginda kullanildi.

2. Absolut Etanol: Analiz safliginda kullanildi.

3. Ksantin Stok Cozeltisi (3 mmol/L): 23 mg ksantin (CsH4N4O2) 50 mI’lik balon
icerisinde 5 ml 0.1 NaOH ile ¢6ziildii ve tridistile su ile hacim 50 ml’ye tamamlanarak
+4° C’de saklandi. Cozelti 10 kat seyreltilerek kullanildi.

4. Ksantik Oksidaz Enzim Cozeltisi: 25 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz
enzim ¢ozeltisinden 16 ul alinarak 2ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirilarak
kullanildi.
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5. Etilendiamintetraasetik Asit Cozeltisi (EDTA) (0.6 mmol/L): 0.233 g EDTA
(C10H14N2Na2082H0) tridistile su ile ¢oziildii olusan bu karisimin hacmi 1 L’ye
tamamlanarak +4° C’de saklandi.

6. Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi (NBT) (0.15 mmol/L): 12.3 mg NBT tridistile
su ile ¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandi ve +4° C’de saklandi.

7. Sodyum Karbonat Cozeltisi (400mml/L) : 4.24 g sodyum karbonat (Na2COz3)
tridistile su ile ¢6ziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandi ve +4° C’de saklandi.

8. Sigir Alblimin Cozeltisi (1.0 g/L) : 100 mg sigir albiimini tridistile su ile
¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandi ve +4° C’de saklandi.

9. Bakir Kloriir Cozeltisi (0.8 mmol/L) : 13.6 mg bakir kloriir (CuCL22H20)
tridistile suda ¢6ziildii ve hacim 100 ml’ye tamamland1 ve +4° C’de saklandi.

10. Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26.4 G amonyum siilfat [(NHa4)2SO4]
tridistile su ile ¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamland: ve +4° C’de saklandi.

Reaktif Karigimi (20 testlik): 20 ml ksantin ¢alisma ¢ozeltisi, 10 ml EDTA
cozeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi, 6.0 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 3.0 ml sigir

albiimin ¢ozeltisi 100 ml’lik bir erlen i¢erisinde karistirildi.

Testin Yapilist

Kor ve test isaretli deney tiiplerine 2.45 ml reaktif karisimi eklendi. Kor tiipiline
0.5 ml bidistile su eklenerek iizerine siit serumu Orneklerinde 1 ml alimip 0.3 ml
kloroform ve 0.5 ml etanol ilave edilerek 3000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan berrak kistmdan 0.5 ml almip test tiipiine konuldu. Sonra tiiplere 50 ul
ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi eklenip karistirildi. 20 dakika 25 °C’lik su banyosunda
inkube edildi. Inkubasyon siiresi sonunda 1 ml bakir kloriir ¢dzeltisi eklenerek
reaksiyon durduruldu. Olusan rengin absorbanst 560 nm dalga boyunda

spektrofotometrede kore kars1 okunarak sonuglar elde edildi.

Testin Hesaplanmasi
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SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanilarak

yiizde inhibisyon hesaplandi.

% Inhibisyon= [K&riin absorbansi- Testin absorbansi / Kériin absorbansi ] x

100

Bir SOD iinitesi, NBT reaksiyonunu % 50 inhibe eden aktivite olarak kabul
edildiginden reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu {inite cinsinden

hesaplandi ve U/g-protein olarak degerlendirildi.

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iimii

Paglia ve Valentine (1967) tarafindan bildirilen 6l¢liim metoduyla glutatyon

peroksidaz aktivitesi olgiildii.

Testin Prensibi:

Glutatyon peroksidaz enziminin aktiviesi, indirgenmis nikotinamid dintikleotid
fosfatin (NADPH+H") glutatyon rediiktaz ile oksidasyonuna bagl olarak olgiildii.
Glutatyonun, kumol hidroperoksit (C-OOH) ile glutatyon peroksidazin
katalizorliigiinde, okside glutatyon (GSSG) ve su meydana gelir. Reaksiyon sonucu
meydana gelen okside glutatyon, glutatyon rediiktaz tarafindan NADPH+H" ile tekrar
indirgenir. Rediikte glutatyon miktar1 (GSH) bu reaksiyon sonucu sabit kalir.

NADPH+H" ile NADP*’a doniisiir.

Kullanilan Cozeltiler
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1. Sodyum Fosfat Tampon (PH 7.0) (100 mmol/L): 9 g Na2HPOs ve 7 g
NaH2PO4 500 ml tridistile suda ¢oziilerek hacimce 500 ml olacak sekilde yapildi.
PH’s17.0’a getirilerek +4 ° C’de muhafaza edildi.

2. Rediikte Glutatyon (GSH) (20 mmol/L) 30.7 mg rediikte glutatyon 5 ml
tridistile suda ¢oziilerek 1 N NaOH ile PH’s1 6.0’a ayarland1. Testten yapilmadan 6nce
hazirlanilarak kullanildi.

3. EDTA (10 mmol/L): 372 mg EDTA 100 ml tridistile suda ¢6ziilerek, +4 °
C’de muhafaza edildi.

4. Na-Azid (NaNs) (20 mmol/L): 130 mg Na-Azid 100 ml tridistile suda
coziilerek +4 ° C’de sakland.

5. Glutatyon Rediiktaz (10 U/ML) 144 ul enzim ile 5.856 ml tridistile su
eklenerek test yapilmadan 6nce hazirlanilip kullanildi.

6. NADPH+H" (3 mmol/L): 12.5 mg NADPH+H" 5 ml tampon ile eritilerek
calismadan once hazirlanip kullanildu.

7. Kumol Hidroperoksit (%80’lik CgH1202) (12.5 mmol/L): 115 pl C-OOH 50

ml tridistile su eklenerek ¢alismadan 6nce hazirlanip kullanildi.

Testin Yapilisi

Kor ve test isaretli iki kuvartz spektrofotometre kiiveti hazirlandi. Once kor
isaretli kiivete 1 ml sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 0.1 ml EDTA ¢ozeltisi, 0.1 ml Na-
Azid ¢dzetlisi, 0.1 ml NADPH+H" ¢6zeltisi, 0.1 ml rediikte glutatyon ¢ozeltisi, 0.2 ml
glutatyon rediiktaz enzim ¢ozeltisi ile 0.2 ml bidistile su ilave edilerek 3 dakika 37 °
C’de inkiibe edildi. Fotometrede 3 dakika boyunda 366 nm dalga boyunda koriin korii
icin absorbansta sekillenen degisiklikler yazici yardimi ile kaydedildi. Kor i¢in ayni
kuvartz kiivete 0.2 ml C-OOH ¢o6zeltisi eklenerek islem tekrarlandi. Bu islemden sonra
test isaretli kuvartz kiivete 1 ml sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 0.1 ml Na-Azid
¢ozeltisi, 0.1 ml NADPH+H" ¢ozeltisi, 0.1 ml rediikte glutatyon ¢ozeltisi, 0.2 ml
glutatyon rediiktaz ¢ozeltisi ile 0.2 ml siit numunelerinden elde edilen siipernatant

konuldu ve tekrar 37 ° C’de 3 dakika inkube edildi. 3 dakika boyunca fotometrede 366
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nm dalga boyunda testin korii i¢in absorbansta olusan degisiklikler kaydedildi. Test

icin kuvartz kiivete 0.2 ml C-OOH c¢ozeltisi ilave edilip ve son islem tekrarlandi.

Testin Hesaplanmasi:

Absorbanstaki diismeye bagli olarak meydana gelen degisikliklerden asagida

bulunan formiil yardimi ile enzim aktivitesi tesbit edildi.

A E XV x 1000

GPx Aktivitesi = mmol NADPH+H* /dakika =
Dakikaxdxvxe

A E = Absorbansta meydana gelen diisme/ dakika

V = Kiivetin toplam hacmi (2ml)

v = Test hacmi (0.2 ml)

d = Kiivet 151k yolu (1 cm)

& = 366 nm’de absorbans sabiti = 3.45 cm?/ umol (37 ©)

GPx aktivitesi, nmol NADPH+H" /dakika/ mg- protein olarak degerlendirildi.

2.8.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Ol¢iimii

Siit serum Orneklerinde katalaz enzim aktivitesi Aebi (1983) tarafindan bildirilen

yonteme gore Olciildii.

Testin Prensibi

Uygun tampon igerisinde bulunan hidrojen peroksitin, katalaz enzimi etkisi ile

yikimlanmaya ugramasi sonucu, bu maddenin 240 nm’de absorbans azalmasinin
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Ol¢iilmesi esasina dayanir. Katalaz enzim aktivitesi, absorbansta goriilen azalma hizi

ile dogru orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

1. Fosfat Tamponu (50 mmol/ L) (pH 7.0): 6,80 g KH2POs ve 13,4 ¢
Na2HPO4.2H0 tridistile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi ve pH 7.0’a ayarlanilip
+4 °C’de muhafaza edildi.

2. Fosfat tamponunda H2O> ¢ozeltisi (10 mmol/L ): %35°1lik H2O» ¢6zeltisinden
0.13 ml alinip 6nceden hazirlanmig 100 ml fosfat tampon tizerine eklendi. Bu karigim
240 nm’deki absorbansinin 0.5 ml olmas1 gerekir. Okunan Absorbans, bu degerden
kiiciik ise H202, biiylik ise tampon eklenerek absorbansinin 0.5 olmasi saglandi. H20»

¢Ozeltisi analizden Once taze olarak hazirland.

Testin Yapilisi

Her 6rnegin c¢alisilmadan once Ornekte bulunmasi olast olan ve 240 nm’de
absorbans verebilen maddelerin neden olabilecegi absorbans yiikselmesini saptamak

amaciyla kor deney hazirlandi.

Kor deney i¢in kuvartz kiivete 2.95 ml fosfat tampon iizerine 50 pl 6rnek
konuldu ve spektrofotometre kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore sifirlandi.
Test isaretli kuvartz kiivete ise 2.95 ml fosfat tampon igerisinde hazirlanan H>O>
¢ozeltisi konulmus ve 50 pl 6rnek ilave edildi. Kiivetler alt iist edilerek karigmalari
saglanmis ve zaman ge¢meden spektrofotometredeki yerine yerlestirildi.
Spektrofotometreden absorbanstaki azalma takip edildi. Absorbanst 0.45’den 0.40’a
inmesi i¢in gegen siire tespit edildi ve asagidaki formiilden yararlanilarak k hiz sabiti
hesaplandi. Absorbansin 0.45’den 0.40’a inmesi i¢in gerekli slirenin 60 saniyeyi

asmas1 durumunda Ornek daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilarak, ¢ok hizli
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diismesi durumunda ise dilue edilerek test tekrarlandi. Sonuclar k/g-protein olarak

verildi.

Testin hesaplanmast:

0,01175

At

2.8.4. Toplam Protein Diizeyi Ol¢iimii

Serum Toplam Protein diizeyinin lglimii otoanalizorde Weichselbaum (1949)

tarafindan bildirilen biiiret metodu ile Ol¢iildii.

Testin Prensibi

Ornekte bulunan peptid baglari, kuvvetli alkali ortamda bakir iyonlari ile biiiret
1simli menekse renkli bir kompleks olusturur. Olusan rengin siddeti 6rnekteki peptid

baglar sayisi ile, kisaca protein miktar1 ile dogru orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

100 ml ayira¢ hazirlamak igin,

1. 0.15 g Bakir Siilfat Pentahidrat ve 0.6 g Sodyum Potasyum
Tartarat hacim 50 ml’ye tamamlanacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.
2. Daha sonra 30 ml %10 NaOH c¢o6zeltisinden eklendi ve 20ml

bidistile su eklenerek hacim 100 ml’ye tamamlandi
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3. Cozeltiye 0.1 g potasyum iyodiir eklerek karanlikti muhafaza

edildi. Analizden hemen Once taze olarak biliret ayraci hazirlandi.

2.8.5. California Mastitis Testi (CMT)

California Mastitis Testi Rigvanli ve Kalkan (2002)’1n tarif ettigi yonteme gore
uygulandi.

CMT testi, sagimdan hemen Once, meme temizliginden sonra alinmig siit
orneklerine uygulandi. CMT testi ¢alisma grubuna dahil olan biitlin hayvanlara

yapildi.

Test edilecek her siit numunesi icin dort gozlii mastitis kabinin bir gozii
kullanildi. Bu kuyucuklara esit miktarda siit koyularak, lizerine esit oranda CMT

ayiraci eklendi ve yavasca calkalandi.

2.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler PASW Statistics 18 istatistik yazilimi kullanilarak analiz edildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro- Wilk testi kullanilarak yapildi. SOD ve
GPx gruplarindaki zamana ve dogum sayisina gore farklar parametrik olmayan Mann-
Whitney U ve Kruskal- Wallis testleri ile kontrol edildi. Sonuglar medyan; ¢eyrekler
aciklig1 (IQR) seklinde ifade edilmistir. Analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. (Hollander ve ark., 2013)
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3. BULGULAR

Calismamizda, alinan siit ornekleri dogumu takiben yavru agiz siitiinli tamamen
aldiktan sonra (0. giin ), laktasyonun 45. giinii ve 90. giinii olarak gruplandirildi.
Dogumdan sonra ve 45. giinde koyunlar ikiz ve tek yavrulu olarak iki alt gruba ayrildi
ancak 90. giinde isletmenin tiim hayvanlar1 bir araya getirmesi nedeni ile ikiz ve tek
yavru olarak ayrim yapabilmek miimkiin olmadi. Yapilan istatistik analizler sonucu
ornekler normal dagilima uymadiklarindan sonuglar medyan ve ceyrekler agiklig

(IQR) seklinde ifade edildi.

Siiperoksit Dismutaz ve Glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri sonucu degerler
elde edilebilirken, Katalaz deneyleri sonucu orneklerde herhangi bir aktivite tespit
edilemedi. Amonyum siilfat protein ¢oktiirme teknigi ile 6rnekler konsantre hale
getirilmis ve siipernatant uzaklastirildiktan sonra oOrnekler fosfat-tuz tamponu
cozeltisinde tekrar coziilerek, ornekler tekrar analiz edilmesine ragmen Oncekine

benzer sekilde Katalaz aktivitesi belirlenemedi.

Siit serumu Glutatyon Peroksidaz aktivitesi, 0. glin i¢in (yavru agiz siitiini
tamamen aldiktan sonra) ikiz ve tek yavrulu hayvanlarin bulundugu gruplar
karsilastirildiginda, gruplar arasinda fark anlamli bulundu. Giinler arasinda fark
incelendiginde ise, ikizlik ve tekli dogumdan bagimsiz olarak 0.-45.-90. giinlerde
gruplar arasi fark anlamli tespit edildi (p<0.05). Calismada 0.- 45. ve 90. giinler de

aralarinda karsilastirildiginda gruplar arasi fark anlamli bulundu (p<0.05).
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Cizelge.3.1. 0. ve 45.
(IQR) degerleri.

Giinlerde ikiz ve Tekli Dogumlara Ait GPx-SOD Medyan; Ceyrekler Araligi

GPx (U/ g protein) SOD (U/g protein)
Medyan; IQR Medyan; IQR
0.GUN TEK 9,913; 7,088? 0,09827; 0,088242
n: 30 n:23
iKiz 13,381; 10,239° 0,10196; 0,15459°
n:31 n:26
45.GUN |TEK 10,958; 7,67%° 0,0824; 0,077362
n:30 n:26
iKiz 10,092; 9,221% 0,0957; 0,06702°
n:31 n:28

ab aym siitiindaki farkl harfleri tastyan gruplar aras: fark istatistiksel agidan énemlidir p<0,05.

Cizelge.3.2. 0., 45., 90. Giin GPx-SOD Medyan; Ceyrekler Aralig1 (IQR) degerleri.

GPx (U/g protein)

SOD (U/g protein)

Medyan;IQR Medyan;IQR
0.GUN 11,315; 8,032 0,0982; 0,10316%
n:61 n:49
45.GUN 10,530; 8,25° 0,0860; 0,066382
n:61 n:54
90.GUN 22,739; 18,832° 0,0707; 0,09285%
n:59 n:52

abc

ayn siitiindaki farkli harfleri tasiyan gruplar arasi fark istatistiksel agidan 6nemlidir p<0,05.
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GPx (U/g protein) Medyan Degerleri O.
Giin ikiz-Tekli Dogumlar

14
12
10
8
6
4
2
0
TEK iKiz

Sekil.3.1. GPx Medyan Degerleri 0. Giin ikiz-Tekli Dogumlar.

GPx (U/g protein) Medyan Degerleri
45. Gun ikiz-Tekli Dogumlar

12

| I l
0
TEK

iKiz

(o]

[e)]

N

N

Sekil.3.2. GPx Medyan Degerleri 45. Giin Ikiz-Tekli Dogumlar.
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GPx (U/g protein)Medyan Degerleri 0-45-90.

Gunler
25
20
15
10
5
0
0.GUN 45.GUN 90.GUN

Sekil.3.3. GPx Medyan Degerleri 0.-45.-90. Giinler.

SOD (U/g protein) Medyan Degerleri

0. Giin ikiz-Tekli Dogumlar
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

TEK iKiz

Sekil.3.4. SOD Medyan Degerleri 0.Giin Ikiz-Tekli Dogumlar.
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SOD (U/g protein) Medyan Degerleri
45. Gin ikiz-Tekli Dogumlar

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

TEK iKiz

Sekil.3.5. SOD Medyan Degerleri 45. Giin Ikiz-Tekli Dogumlar.

SOD (U/g protein) Median Degerleri
0-45-90 Glinler

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

0.GUN 45.GUN 90.GUN

Sekil.3.6. SOD Medyan Degerleri 0.-45.-90. Giinler.



4. TARTISMA

Son yillarda oksidatif stres ile ilgili cok sayida aragtirmalar yapilmistir. Silye ve
ark, tarafindan oksitatif stresin tanimlanmasindan sonra giiniimiize kadar gecen siirede
oksidatif stres ve hastaliklar ve fizyolojik durumlar iizerine ¢ok sayida aragtirma
yapilmistir. Bu tez caligmasinda oksidatif stres diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilan Siiperoksit dismutaz, Glutatyon peroksidaz ve Katalaz enzim diizeyleri,
Akkaraman koyunlarinda ikiz ve tek yavrulu dogumlarda, dogumu takiben yavru agiz

stitiinii tamamen aldiktan sonra, 45. ve 90. giinlerde degerlendirilmistir.

Laktasyon siiresince, siit iiretimine bagli olarak enerji gereksinimi artmaktadir.
Organizmaninin bu kosullara uyumu artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest
oksijen radikallerinin (FOS) olusumu ile sonuglanan metabolik olaylara yansir ve
bununla birlikte normal sartlar altinda, redoks hemostaz1 viicutta korunmaya calisilir.
Ruminantlarda, normal fizyolojik kosullar altinda, antioksidan sistemin kapasitesi
genellikle metabolik islemler sirasinda ortaya ¢ikan ROS'u nétralize etmek ve ortadan
kaldirmak i¢in yeterlidir. Redoks homeostazinin siirdiiriilmesi periparturient ve pik
laktasyon donemleri i¢in kritik onemde oldugu yapilan birgok ¢alismada bildirilmistir.
(Biiytikoglu ve Aslan, 2018; Tabakoglu ve Durgut, 2013)

Yapilan Ol¢limler sonucunda, GPx degerleri yoniinden 0. giinde medyan
degerleri, tek yavrulu hayvanlarin oldugu grupta 9,91 U/ g protein ikiz yavrulu
hayvanlarin oldugu grupta medyan degeri 13,281 U/g protein olarak 6l¢iilmistiir. 45.
giinde yapilan ol¢iimlerde ise ikiz ve tek yavrulu analarin siitlerindeki GPx diizeyleri
incelenmis aralarindaki fark istatistik yonden anlamli ¢ikmamistir, bu durumun ikiz
yavrularin gelisiminden kaynaklanan enerji agig1 ve buna bagh sekillenen oksidatif
stresten olabilecegi ya da laktasyon baslamasindan sonra gegen siirede, meme
dokusunun redoks hemostazinin saglanmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.
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GPx diizeyleri ikiz ya da tekli dogumdan bagimsiz degerlendirildiginde, 0., 45.
ve 90. gilinlerde birbirlerinden istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkli oldugu
gorilmektedir, hatta 90. giin medyan degeri digerlerine nazaran daha yiiksek diizeyde
Olclilmiis olup, bu farkliligin hayvanlarin kuru déneme gecis asamasina girmeleri ve
buna bagli sekillenen oksidatif degisimlere karst meme dokusunun adaptasyonundan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

SOD diizeyleri tek yavrulu hayvanlarin oldugu grupta 0. giinde 45. giine gore
hafif diizeyde daha yiiksek Ol¢lilmiistiir. 0.glinde ikiz yavrulu hayvanlarin oldugu
grupta ise, 45. giin ile kiyaslandiginda bu farkin daha da azaldig1 dikkat gekmektedir.
SOD degerleri istatistik agidan degerlendirildiginde gruplar arasi farkin onemsiz

oldugu tespit edilmistir.

Pilarczyk ve ark., (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, Holstayn cinsi ineklerde
laktasyonun farkli donemlerinde serum Glutatyon Peroksidaz aktivitesi arastirilmistir.
Kuru dénemde serumdaki ortalama GPx aktivitesi laktasyondaki ineklere gore iki kat
daha disiiktii. (p< 0.01) Erken laktasyonda ilk yavrulayan diivelere ve ¢ok sayida
yavru doguran ineklere kiyasla dort kat daha diisiik bulunmustur (p<0.01). Birlikte
analiz edilen tiim inekler i¢in GPx aktivitesi ile serum selenyum konsantrasyonu
arasinda anlamli bir ortalama ve pozitif korelasyon (0.46) bulunmustur. Laktasyonun
ilk donemi sirasinda ineklerin serumunda bulunan GPx aktivitesi, reaktif oksijen
tiirlerinin ve bunlarin tiirevlerinin olusumunun bu sirada daha yiiksek oldugunu
gosterebilir. Diger donemlere kiyasla bu donemde, ineklerde oksidatif stres riskinin
daha yiiksek oldugu yapilan calismalarda tespit edilmistir. Ancak calismamizda
90.glin GPx degeri, 0. ve 45. giinlerdeki GPx degerlerine gore daha yiiksek diizeyde
Ol¢iilmiistiir (Sekil.3.3.). Ayrica tek kuzulu Akkaraman Koyunlarinda GPx diizeyi, iki
kuzulu koyunlara gore daha diisiik diizeyde olgiilmiistiir. Bu durumun ikiz yavrusu
olan analarda, tek yavrulu olanlara gére meme bdolgesinin daha fazla uyarildigini ve
daha fazla siit verdigini bundan dolay1 GPx diizeyinin daha yiiksek ¢ikmis olabilecegi

kanisindayiz.
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Son birka¢ yilda, serbest radikal hasarinin tespiti ve viicudun buna karsi
savunmasi, klinik tipta metabolik durumun degerlendirilmesinde tamamlayici bir arag
olarak giderek daha 6nemli hale gelmistir. Castillo-Castaneda (2019), tarafindan
yapilan calismada 108 anneden dogum sonrasi ikinci haftada alinan siit 6rnekleri
gebelik sayisina gore ve viicut kitle indeksine gore gruplandirilmis elde edilen
sonuglarda anne siitiindeki GPx, SOD ve GST aktivitesinde, gebelik sayisina gore
anlamli artislar gézlendigi bildirilmis ve elde edilen GPx sonuglarinin ¢alismamizdaki
degerlerle Ortiistiigii saptanmistir. Bu durumun da art arda gebelik ve emzirme
donemlerindeki metabolik hizin degismesine bagli olarak sekillenebilecegi

diistiniilmektedir.

Castillo, (2005) tarafindan yapilan g¢alismada ge¢ gebelik ve laktasyon
baslangicinda oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla malondialdehit (MDA) ve
lipid peroksidasyonunun bozunma iiriinii ve toplam antioksidan durumu (TAS)
diizeyleri degerlendirilmistir. Sonug olarak gebeligin sonu ve erken laktasyon donemi
ile iligkili karakteristik metabolik degisiklikler tespit edilmistir. MDA ve TAS,
hayvanin fizyolojik durumunun dogru bir yansimasini saglamistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda lipid peroksidasyonunun doguma yakin ve dogumun hemen sonrasi
arttigt goézlemlenmistir. Bu calismanin bulgulart ile kendi ¢alismamizdaki GPx
sonuglar1 degerlendirildiginde; parametreler ayni olmasa da bunlardaki artis oksidatif

stres ile iligkilendirildiginden her iki ¢alismanin bulgular paralellik arz etmektedir.

Calismamizda Katalaz analiz sonuglari incelendiginde, enzim aktivitesinin
belirlenemedigi goriilmektedir. Sigir siitleri ile gecmiste yapilan calismalar ve
kaynaklar incelendiginde saglikli sigir siitlerinde Katalaz aktivitesinin tespit
edilmesine ragmen oldukga diisiik oldugu fakat sekillenen meme yangisina bagl
olarak bu aktivitenin arttifindan bahsedilmektedir. Katalaz aktivitesinin kaynag:
olarak da yangi hiicreleri ya da mikroorganizmalar gosterilmektedir (Nageswararao ve
ark., 1965; Janzen ve Cook, 1967; Nageswararao ve ark., 1969; Fox ve ark., 2015).
Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar tarandiginda; saglikli koyun siitlerinde Katalaz

aktivitesinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Calismaya dahil
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edilen 6rnekler CMT analiz sonucu negatif olanlar arasindan secildiginden Katalaz

enzim aktivitesinin tespit edilememesi bu durumla iliskilendirilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Oksidatif stres bircok insan ve hayvan hastaliginin baglangicinda veya
ilerlemesinde kilit rol oynamaktadir. Lipid peroksitlerin olusumu ve reaktif oksijen
tiirleri, dogumdan sonraki ilk haftalarda enerji agiginin ve dolayistyla yag yikiminin
artmast ile iliskilidir. Bu reaktif oksijen tiirleri canli organizmadaki yeterli
antioksidanlar ile noétralize edilir. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve biyolojik
sistemlerin bu reaktif ara iiriinlerin temizlenmesinde savunma yetenegi arasindaki

dengesizlik oksidatif strese neden olur.

Gebelik ve laktasyon doneminde antioksidan sistem dengesi ve bunun
korunmasi, hem ana hem de yavru i¢in 6nemlidir. Bu nedenle ¢alismada dogum
sonrasi kolostrum alimindan hemen sonra, 45. ve 90. giinlerde siitlere yansiyan
oksidatif- antioksidatif sistemin degerlendirilmesine yonelik olarak SOD, GPx ve

Katalaz diizeyleri belirlenmeye caligilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, ikiz yavrulu analarin 0. giin GPx diizeyleri tek
yavrulu analara gére daha anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmis olup (p <0.05), dogan yavru
sayisindan bagimsiz donemler arasi farklar degerlendirildiginde 0., 45. ve 90. giinde
gruplar aras1 fark istatistiksel yonden onemlidir. Antioksidatif enzim diizeylerindeki
bu degisimin memenin antioksidan savunma sisteminin adaptasyonu ile iliski oldugu

kanisina varilmistir.

Ikiz yavru doguranlarda, oksidatif stres diizeyinin daha yiiksek olmas1 nedeniyle,
bu hayvanlara antioksidan takviyesinin yararli olabilecegi ve buna yonelik yeni

caligmalarin uygun olabilecegi diigiiniilmektedir.

Yapilan ¢aligma ile, laktasyon baslangici ile antioksidan yem katkilarinin tercih

edilmesinin sonraki donemlerde oksidatif stres diizeyinin diisik diizeyde
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tutulabilmesine ve olusabilecek birgok olumsuz durumun 6niine gegilmesinde 6nem

tasiyabilecegi kanaatine varilmistir.
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OZET

Akkaraman Koyun Siitlerinde Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Akkaraman koyunu Tiirkiye’de mevcut koyun varligimizin yaklasik %45’ini olugturan
yerli koyun 1rklarimizdandir. Bu 1rkin siit verimi yaklasik olarak 50-60 kg, laktasyon siiresi
140-150 giindiir. Siitte antioksidan enzim aktivitesi pek ¢cok calismada degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada siitiin dogum sonrasi, laktasyonun 45. ve 90. giinlerinde antioksidan enzim
aktivitesi ortaya konulmaya cahsilmistir. Konya Gozlii Tarim Isletmesi’nde bulunan
Akkaraman koyunlarindan dogum sonrasi 0. 45. ve 90. giinlerde alinan siit ¢calisma materyalini
olusturmustur. Siit 6rneklerinde SOD, GPX ve katalaz aktiviteleri belirlenmistir.

Gebelik fizyolojik bir siire¢ olup, yavrunun yeterli gelisimini ve biiylimesini saglamak
icin enerji ve oksijen gereksiniminde belirgin bir artis ile karakterizedir. Buna bagl olarak
hem ana hem de yavrunun gebelik ve sonrasinda oksidatif strese maruz kaldigi
diistintilmektedir.

Yapilan o6l¢iimler sonucunda, GPx enzim aktivitesi dogan yavru sayisindan bagimsiz
olarak (0.-45.-90. giinlerde) anlamli ¢ikmustir (p < 0.05). 0.-45.-90. giinlerde medyan ve
ceyrekler acgikhigi degerleri sirasiyla, 11,315;8,03, 10,530;8,25 ve 22,739;18,832 olarak
Olciilmiistiir. Dogan yavru sayisina gore yapilan gruplandirmada 0. giin ikiz ve tekli dogum
gruplari arasi fark istatiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). 0. giin tek ve ikiz yavrulu dogumlarda
ise medyan ve geyrekler acikligi degerleri sirasiyla, 9,913;7,088 ve 13,281;10,239, U/g protein
olarak belirlenmistir. 45. giinde istatistiksel fark olmayip bu degerler sirasiyla 10,958;7,67 ve
10,092;9,221 U/g protein olarak belirlenmistir. SOD enzim aktivitesi yoniinden gruplar arasi
fark anlamli gitkmamustir. 0.-45.-90. giinlerde medyan ve ¢eyrekler agikligi degerleri sirasiyla,
0,0982; 0,10316, 0,0860;0,6638, 0,707; 0,9285 olarak belirlenmistir. 0. giin tek ve ikiz yavrulu
dogumlarda medyan ve ceyrekler acikligi degerleri sirasiyla, 0,09827;00824 ve 0,10196;
0;15459, 45. giin tek ve ikiz yavrulu dogumlarda medyan ve g¢eyrekler acikligi degerleri
sirastyla, 0,0824; 07736 0,0957; 06702 U/g protein olarak olgtilmiistiir.

Calismada elde edilen bulgular dogrultusunda, GPx enzim aktivitelerinde, 6zellikle
laktasyonun 90. giiniindeki degisimin memenin antioksidan savunma sisteminin adaptasyonu

ile iligkili oldugu kanisina varilmstir.

Anahtar Sézciikler: Akkaraman, Antioksidan Enzim, Glutatyon Peroksidaz, Siiperoksit
Dismutaz
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SUMMARY

Determination of Antioxidant Enzyme Activity in Akkaraman Sheep Milk

Akkaraman sheep population existing in Turkey constitutes approximately 45% of
native breeds. Milk yield of this breed is approximately 50-60 kg and lactation time is 140-
150 days. Antioxidant enzyme activities in milk have been evaluated in many studies.

In this study, antioxidant enzyme activity was evaluated at the beginning and on the
45th and 90th days of lactation. Akkaraman sheep raised in the Konya Gozlii Agricultural
Facility and their milk samples obtained after birth, 45th and 90th days after delivery consisted
of the study material. SOD, GPx and catalase activities were determined in these milk samples.

Pregnancy is a physiological process characterized by a significant increase in energy
and oxygen demand to ensure adequate development and growth of the offspring.
Accordingly, both mother and offspring are thought to be exposed to oxidative stress during
and after pregnancy.

As a result of the measurements, GPx enzyme activity was significant (0.-45.-90 days)
regardless the number of offspring (p < 0.05) on 0.45th and 90th days, the median and
interquartile range values were 11,315, 8,03, 10,530; 8.25 and 22.739;18,832 U/g protein
respectively. At the beginning of lactation, the difference between twin and single birth groups
was statistically significant (p < 0.05). On day 0, median and interquartile range values were
for single and twin delivered animals; 9.913;7,088 and 13,281;10,239 U/g protein respectively.
On the 45th day, there was no statistical difference among the groups (p>0.05) and these values
were 10,958;7,67, 10,092;9,221 U/g protein, respectively. There was no significant difference
between all groups in terms of SOD enzyme activity. 0.-45.-90. days, number of delivery
independent the median and interquartile range values were 0.0982; 0,10316, 0,0860; 0,6638
and 0,707; 0,9285 respectively. At the beginning of lactation for single and twin deliveries,
median and quartile range values were found as 0.09827; 00824 and 0.10196; 0, 15459 while
on the 45th day, the median and interquartile range values for single and twins were 0.0824;
07736 and 0,0957;06702 U/g protein.

According to the findings obtained in the study, GPx enzyme activities, especially the
change on the 90th day of lactation is associated with the adaptation of the breast tissue and
the response of antioxidant defense system.

Keywords: Akkaraman, Antioxidant Enzymes, Glutathione Peroxidase, Superoxid
Dismutase
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