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OZET

KOPEKLERDE YASLANMANIN ENZIMATIK VE NONENZIMATIK
ANTIOKSIDAN SISTEM UZERINE ETKISI

AKIN G. Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Programm
Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Bu calismada; antioksidan sistemde gorev alan; plazma malondialdehit, eritrosit siiperoksit
dismutaz aktivitesi (SOD), serum seruloplazmin, eritrosit glutatyon (GSH) ve serum koenzim
Q1o (Ubikuitin) diizeylerinin klinik olarak saglikli kopeklerde 6l¢iilmesi amaglandi.

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kliniklerine as1 amaciyla getirilen ve
veteriner hekim kontroliindeki Aydin-Didim Belediyesi Kopek Barinaginda bulunan, ig-dis
parazit muayeneleri yapilmis 37 kopek caligmamiza dahil edildi. Yaslar1 0-3 yas araliinda
bulunan 13 adet disi gen¢ kopek ve 9 adet erkek geng kopek ile geng grup olusturuldu. 6 yas
iistii kopeklerden ise 7 adet disi yash kopek ile 8 adet erkek yash kdpek segildi.

Analiz sonuglarina gore lipid peroksidasyonunun gostergesi olan plazma MDA diizeylerinin
disi kopeklerde yasa bagh olarak arttigi1 (p<0,05) gozlenirken, eritrosit siiperoksit dismutaz
aktivitesi ile serum seruloplazmin diizeylerindeki artis ve eritrosit glutatyon diizeylerindeki
azalis istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0,05). Analiz sonuglarina gore yash disi
kopeklerin serum koenzim Qo seviyesi gen¢ disi kopeklerden p<0,05 diizeyinde 6nemli
derecede daha diistiktii.

Plazma MDA diizeyleri ve eritrosit sliperoksit dismutaz aktivitesi yasli erkek kopeklerde
genglere gore daha yiiksek oOl¢iildii (p<0,05). Serum seruloplazmin diizeyleri gen¢ erkek
kopeklerde yasli erkek kopeklere gore daha diisiik dlgiilmesine ragmen; sonuglar arasinda
anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05). Eritrosit glutatyon diizeyleri ve serum koenzim Q1o
diizeyi yasa bagli olarak azalig gosterdi (p<0,05).

Elde edilen bulgular ile kopeklerin yaslandik¢a serbest radikallerin ve lipit
peroksidasyonunun zararli etkilerine maruz kaldiklari, buna bagli olarak da antioksidan

aktivitelerinin degisiklikler gosterdigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Kopek, yas, cinsiyet, MDA, SOD, seruloplazmin, glutatyon, koenzim
Quo-



ABSTRACT

EFFECTS OF AGING ON ENZYMATIC AND NONENZYMATIC ANTIOXIDANT
SYSTEM IN DOGS

AKIN G. Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine Biochemistry
Programme Master Thesis, Aydin, 2018.

This study aimed to measure levels of plasma malondialdehyde, erythrocyte superoxide
dismutase activity (SOD), serum ceruloplasmin, erythrocyte glutathione (GSH) and serum
coenzyme Qo (Ubiquitin) that function in antioxidant system on clinically healthy dogs.

37 dogs which had internal and external parasitic examinations, which lived in Aydin-Didim
Municipality dog shelter which is under the control of a veterinarian, and which were brought
to the clinic in Veterinarian Faculty of Adnan Menderes University for vaccination were
included in this study. The group of young dogs aged 0-3, which consisted of 13 female and 9
male young dogs, was formed. From the older category of dogs which were over 6 years old,
7 female and 8 male old dogs were chosen.

It was observed from the results of analysis that the plasma MDA levels, which are indicative
of lipid peroxidation, increased for female dogs in relation to age (p<0,05), whereas the
increase in erythrocyte superoxide dismutase activity and serum ceruloplasmin levels increase
and the decrease in erythrocyte glutathione levels were found not as statistically significant
(p>0,05). The serum coenzyme Q19 level for old female dogs was significantly lower than for
young female dogs at level p<0.05.

Plasma MDA levels and erythrocyte superoxide dismutase activity were higher in old male
dogs than in young male dogs (p <0.05). Although the serum ceruloplasmin levels were lower
in young male dogs than in older male dogs, no significant difference was found between the
results (p>0.05). Erythrocyte glutathione levels and serum coenzyme Q1o levels decreased in
relation to age (p<0.05).

Based on the finding, it was observed that the dogs were subjected to free radicals and
harmful effects of lipid peroxidation and that relatedly their antioxidant activities showed

differences.

Key Words: Dog, age, gender, MDA, SOD, ceruloplasmin, glutation, coenzyme Q1.



1. GIRIS

Yaslanma; yas ilerledik¢e hastalik ve 6liim riskinin kademeli olarak artmasina yol
acan, viicudun molekiil, hiicre, doku, organ ve sistemlerindeki morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikleri kapsayan bir yasam siirecidir (Abrass, 1990; Lakatta, 1990). Ardisik
degisikliklerle sekillenen bu 6nemli yasam siirecinin sonuglarinin ¢ok biiyiik oldugunun
bilinmesine ragmen, bilimsel olarak anlasilmasina yonelik yakin zamana kadar nispeten az
sistematik ¢aba harcanmistir. Bir¢ok disiplinden bilim adami, doganin en kompleks fenomeni
olan biyolojik yaslanmayr kesfetmeye yonelerek, biyolojik yaslanma kavramini bir
organizmanin homeostazi siirdiirmedeki basarisizligi seklinde yorumlamistir (Gutteridge,
1992).

Yaslanmay1 agiklamaya ¢alisan fizyolojik mekanizmalar genellikle teori seviyesinde
kalmistir ve bunlardan higbiri yaglanmanin mekanizmasini agiklamaya yeterli degildir. Ancak
bu teoriler arasinda giinlimiizde en ¢ok destek goreni serbest radikal teorisidir (Demirol ve
ark, 2006). Son yillarda doga kirliligi, stres ve hazir gidalarin yaygin olarak tiikketimi sonucu
viicutta serbest radikallerin olusumu artis gostermeye baslamistir (Pratico, 2002). Oksidan
bilesiklerin artmasi sonucu gelisen oksidatif stresin lipit, protein karbonhidrat ve DNA
iizerinde meydana getirdigi hasar ve birikim ise; yaslanma belirtileri olarak karsimiza ¢ikar
(Balaban ve ark, 2005; Cakatay ve Kayali, 2006). Antioksidanlarin bir kisminin bu belirtileri
bertaraf etmek lizere organizma tarafindan iiretilmelerine ragmen, bunlarin kandaki seviyeleri
yaslanma, yasam tarzi ve ¢evresel faktorlere gore degisiklik gosterir (Balaban ve ark, 2005).

Kopeklerde oksidatif stres parametrelerinin verilerinin smirli ve celiskili oldugu
diistintildiigiinden (Freeman ve ark, 1999), klinik olarak saglikli hayvanlarda malondialdehit,
eritrosit sliperoksit dismutaz aktivitesi (SOD), serum seruloplazmin, eritrosit glutatyon (GSH)
ve koenzim Qo (Ubikuitin) degerlerini belirlemeyi amagladik. Ayrica elde edilen sonuglar yas
ve cinsiyet faktorleri ile beraber irdelenecektir.

Bu calisma, ‘‘Kopeklerde Yaslanmanin Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan
Sistem Uzerine Etkisi>> isimli ve VTF-15060 nolu proje olarak, Adnan Menderes
Universitesi  Bilimsel ~ Aragtrma  Projeleri  Birimi  tarafindan  desteklenerek

gergeklestirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

‘Radikal’ terimi organizmada meydana gelen bir dizi reaksiyon esnasinda herhangi bir
degisiklik gecirmeden kalan ve varligini devam ettiren atom gruplart i¢in kullanilan bir
terimdir (Staroverov ve Davidson, 2000).

Reaksiyonlar sirasinda; bir maddenin elektronlarini kaybetmesine oksidasyon adi
verilirken; kaybedilen elektronlart bir bagska maddenin almasina rediiksiyon adi verilir.
Redoks reaksiyonlari elektronlarin transferi ile gerceklestigi gibi; kovalent baglarda elektron
yoriingelerinin - degismesi ile de sekillenebilir. Okside olmus ajanlarin elektrofilik
ozelliklerinin yiiksek olmasi diger molekiillerden elektron almalarini kolaylastirir ve bu
sekilde serbest radikallerin olusmasina neden olurlar (Arasimowicz ve ark, 2009).

Atomun yapist cekirdegin i¢cinde bulunan ndtron ve proton ile ¢evresinde donen
elektronlar seklinde dagilim gosterirken; atomun merkezinde bulunan g¢ekirdegin etrafinda
siralanmig elektronlarin bulundugu bosluga orbital adi verilir. Bu orbitallerde birbirine zit
spinli ortaklanmig veya eslesmis olarak bulunan iki elektron olabilir (Tekkes, 2006). En dis
orbitalde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan atom veya molekiiller serbest

radikaller olarak adlandirilir (Sekil 1).

-
D@ 0] 2
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Serbet Radikal

Sekil 1. Serbest Radikal (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011)

Serbest radikallerdeki eslesmemis bu elektrona bagli olan atom veya molekiiller
reaktiftirler ve diger molekiiller ile reaksiyona girmeye hazir halde bulunurlar (Greene ve
Paller, 1991; Reilly ve ark, 1991; Cheeseman ve Slater, 1993). Pozitif, negatif veya notral

olarak bulunabilen serbest radikallerin (Jesberger ve Richardson, 1991) yar1 Omiirleri ¢ok
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kisadir ve normal metabolik olaylar sirasinda olusabilecekleri gibi ¢ok c¢esitli dis etkenlere
bagli olarak da meydana gelebilirler (Barber ve Harris, 1994; Halliwell, 1994). Diger
molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan elektron alabildiklerinden dolay1
viicutta indirgeyici veya yiikseltgeyici ajan gorevlerini {stlenebilirler (Halliwell ve
Gutteridge, 1989; Flora, 2007).

Hidrojen atomu, halojen atomlar, oksijen tiirleri, klor ve brom gibi tek atomlu yapilar,
sodyum, potasyum gibi alkali metal atomlar1 ile nitrik oksit ve nitrojen dioksit radikaller
arasinda yer alan atomlardir. Gegis elementlerinden Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo esansiyel
elementlerdir ve bu elementler dis orbitallerinde bir veya daha fazla sayida paylasiimamis
elektron igerirler. Buna ragmen serbest radikal olarak kabul edilmeyen bu elementler serbest
reaksiyonlarin katalizlenmesi icin gerekli olduklarindan, radikal olusumunda 6nemli bir yere
sahiptirler. Biyolojik molekiiller genellikle kovalent bagli olup non-radikal olduklari igin,
(Halliwel, 1984; McCord, 1993; Akkus, 1995; Aslan ve ark, 1995) canlilarda radikal

kavramindan bahsedildiginde genel olarak oksijen merkezli radikaller akla gelir (Tablo 1).

Tablo 1. Sik Karsilagilan Radikaller ve Simgeleri (Diindar ve Aslan, 2000)

Radikal Simge
Hidrojen H’
Singlet oksijen O,
Stiperoksit 0,
Hidroksil OH’
Hidrojen peroksit H,0,
Perhidroksi radikal HO,’
Triklorometil CCls
Tiyonil radikali RS’
Alkoksil RO’
Nitrojen oksit NO
Nitrojen dioksit NO,
Peroksil radikali ROO




Serbest radikallerin olugmasi ise ii¢ yolla sekillenir (Cheeseman ve Slater, 1993):

1. Kovalent bagli normal bir molekiilin her bir pargasinda elektronlardan birinin kalarak
homolitik boliinmesi:

Yiiksek sicaklik (500-600°C) veya yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalarin
etkisinde kalan kimyasal baglarin kirilmasi ile bag yapisindaki iki elektronun her biri farklh
atomlar tizerinde yer aliyorsa, bu tir kirilmaya homolitik kirilma denir. Organik
molekiillerdeki baglarin heterolitik kirtlmast durumunda zit yiiklii iyon g¢iftleri olusur ve bu

tiirler de reaktiflerdir (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011).

X Y- X +Y
2. Normal bir molekiilden bir tane elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi:

Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birinin
iizerinde kalir. Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylagilmamis elektron kaliyorsa, bu molekiiliin radikal formu meydana gelir.
Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere
tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olusur. Glutatyon
(GSH) radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali olusur (GS®). iki tiyil radikalinin
birbiriyle tepkimesi sonucu olusan tiir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur

(Tiirkmen ve Ozdemir, 2011).

XY X+ Y'
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:

Radikal ozelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin
(O27) olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile olusan radikaller canlilar i¢in onemlidir.
Canlilarda siiperoksit iiretimi birgok enzimatik olmayan tepkimelerle meydana gelir.
Stiperoksit radikalinin yapimindaki artis, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom

merkezli radikallerinin olusumu i¢in etkin rol oynar (Akkus, 1995).

A+e A ¢



2.1.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmada olugsan serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olarak
gruplandirilir:

Endojen kaynakli etmenler arasinda; ksantin oksidaz enzim sistemi ve mitokondri
elektron tagima zinciri komponentleri en 6nemli kaynaklar olarak sayilirlar. Antioksidanlarin
alinmasmin engellendigi; stres, egzersiz, enfeksiyon, kronik hastaliklar, yaslilik,
malabsorbsiyon gibi durumlarda da serbest radikaller hiicresel diizeyde agiga ¢ikar. Normal
aerobik mitokondriyal solunum zincirine bagli olarak ise; hidroksil, siiperoksit ve hidrojen
peroksit radikali olusur. Reaktif oksijen tiirleri nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz,
ksantin oksidaz, notrofil miyeloperoksidaz gibi bir¢ok enzimin aktivitesinin bir sonucu olarak
iretilir (Gutteridge, 1995).

Canli sistemde serbest oksijen radikali olusturan baslica enzimatik kaynaklardan biri
Ksantin oksidazdir. Ksantin oksidazin beyinde iskemi, 6dem, damar gecirgenliginde
degiskenlik gibi oksidatif hasarlara neden oldugu ayrica hepatit ve beyin tiimorii olgularinda
da serum diizeylerinde artis meydana getirdigi bilinmektedir. (Gutteridge, 1995; Lavelli ve
ark, 2000). Oksidan yan {irlinler, karacigerde detoksifikasyon ve eliminasyonda gorevli olan
sistemin aktive olmasit sonucu da olusurlar. Peroksizomlar yag asitlerinin yikilmasindan
sorumludur ve burada yan iiriin olarak hidrojen peroksit olusur (Gutteridge, 1995) (Tablo 2).

Ekzojen kaynakli etmenler arasinda: ilag¢ toksikasyonlar1 (karbon tetrakloriir (CCly))
alloksan gibi bir kimyasala maruz kalma, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara
dumani gibi ¢evresel faktorler, iyonize ve ultraviyole radyasyon, antineoplastik ajanlar, alkol
ve uyusturucu gibi aligkanlik yapict maddeler bulunur. (Trimarchi ve ark, 2000; Caylak,
2011).



Tablo 2. Viicuttaki onemli serbest radikaller ve radikal hasar1 sonuglar1 (Antmen, 2005)

Cevresel Faktorler

Serbest Rad'lkal Yapimi Endojen Faktorler

OH’
v O\

Lipid Peroksidasyonu DNA Hasar1 Protein Hasar1

l Gecis Metalleri (Fe*?, Cu)

=l

Doku Hasari

2.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller; biyolojik molekiillerde ¢ogaldikga, bircok hasara yol agarak

varliklarini belli ederler (Lee ve ark, 2012). Organizmada bu hasarin goriildiigii hedef yapilar,

niikleik asitler (DNA/RNA), proteinler (enzimler, kollajen) ve ¢oklu doymamais yag asitleridir

(Tablo 3). Bu etkiler asagida basliklar halinde siralanmistir:

Tablo 3. Serbest Radikallerin Etkileri (Yanbeyi, 1999)

Proteinler

Denatiirasyon, Peptid zincirlerinde kopma

Kiikiirtli aminoasitler

Enzimlerde inhibisyon

Proteinlerin denatiirasyonu ve ¢aprazlanma

Karbonhidratlar

Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Doymamis yaglar

Kolestrol ve yag asitlerinde oksidasyon
Organel, hiicre ve lipitlerde c¢apraz

baglanmalar

Nikleik asit bazlari

Mutasyonlar ve kimyasal modifikasyonlar

Hidroksilasyonlar, Sekerlerde reaksiyonlar




2.1.2.1. Lipidlere Etkileri

Biyolojik molekiillerin savunma mekanizmasi membranlarda ¢esitli faktorlerle olusan
serbest radikallerin etkisi karsisinda yetersiz kalabilir ve bunun sonucu olarak; birgok molekiil
ve bilesik hasara ugrar. Bu hasara en fazla maruz kalan yapilarin basinda lipidler gelir ve
bunun nedeni hiicre membraninda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglarinin,
serbest radikallerle reaksiyona girmeye meyilli olmasidir. Lipidlerle gerceklesen
reaksiyonlarla, peroksidasyon iiriinlerini meydana getiren serbest radikallerin (Memisogullari,
2005) zincirleme reaksiyonlar sekillenir ve geri doniisiimii olmayan durumlar ortaya ¢ikar.

Zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren ve serbest radikaller
tarafindan baglatilan kimyasal olay ‘lipid peroksidasyonu’ olarak adlandirilmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili olan radikal ise OH" radikali olarak kabul
edilmektedir. Organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki doymamais
yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile bu
kimyasal olayin basliyor olmasi OH" radikalinin etkisini ortaya koymaktadir. Bu yiizden
serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden kopan hidrojen atomunun uzaklagmasi ile bu
yag asidi zinciri; radikal 6zelligi kazanir. Olusan lipid radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve
her tiirlii kimyasal olaydan hemen etkilenerek bir dizi degisiklige ugramaktadir (Akpoyraz ve
Durak, 1995).

Lipid peroksidasyonu; fosfolipid, gliserit glikolipid, ve steroidlerin yapisinda bulunan
doymamis yag asitlerinin oksidan maddeler araciligiyla aldehit, alkol, hidroksi asit, pentan ve
etan gibi triinlere yikilmasini kapsayan bir zincir reaksiyonudur.Molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmasi ile olusan dien konjugatlarindan sonra, lipid radikallerinin molekiiler oksijenle
reaksiyona girmesi ile lipid peroksit radikali (LOO’) meydana gelir. Bu lipid peroksit
radikalleri de zar yapisindaki diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni lipid
radikallerinin olusumuna neden olur. Kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksitlerine (LOOH) doniistiiriir. Boylece reaksiyonun oto-katalitik bir bicimde
yiiriimesi saglanir (Southorn ve Powis, 1988; Uysal, 1998). Lipid peroksidasyonu, LOOH’ in

aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile son bulur.

2.1.2.1.1. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan zincirleme reaksiyonlarda hidroperoksitler

olusur ve hidroperoksitler de daha zararli radikal 6zelligi olan aldehitlere cevrilirler. Bu
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bilesikler, olustuklar1 yerden diffiize olup hiicrenin diger kisimlarinda ve dolasim yoluyla
diger dokularda hasar olusturabilirler (Valko ve ark, 2007). Lipid peroksitleri yikildiginda
meydana gelen lipid peroksidasyon iirlinleri arasinda hiicrede en fazla bulunan ve cogu
biyolojik olarak aktif olan aldehit; malondialdehittir (MDA) (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
Ikiden daha fazla ¢ift bag iceren (Linolenik ve arasidonik) poliansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonu ile olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bunun sonucunda da; deformasyon, iyon transportu,
membrana bagli enzim ve reseptorlerin inaktivasyonu ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirir (Yi1lmaz ve ark, 2011). MDA bu o6zelligi
nedeniyle DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir. Bu nedenle MDA mutajeniktir,
hiicre kiiltiirleri igin ise genotoksik ve karsinojeniktir (Akkus, 1995; Monaghan, 2009).
Malondialdehit, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir belirleyicisi
degildir. Fakat lipid peroksidasyonun gostergesi olarak kullanilan parametrelerden biridir ve
oksidatif hasarin, sistematik dolasimda diizeyi saptanabilen dolayli gostergesidir.
Malondialdehit yiikselmesi, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile artmis lipid
peroksidasyonunun kanitidir. Lipid peroksidasyonunun zararl etkilerine bagli olarak, organik
yapilarin ve membranlarin fonksiyonlar1 iizerinde, hiicre oOliimiine kadar ilerleyen

degisiklikler olusturur (De Zwart ve ark, 1999; Mc Cord, 2000; Fang ve ark, 2002).

2.1.2.2. Proteinlere etkileri:

Proteinlerin serbest radikal hasarma karsi duyarliligi; aminoasit bilesimi, proteinin
aktivasyonundan veya yapisinin diizenlenmesinden sorumlu aminoasitlerin yerlesimi ve
hasarli proteinin tamir edilebilirligi gibi nedenlere baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin ve kiikiirt igeren aminoasitlerden metiyonin, sistein ile yapisinda doymamis bag
bulunduran proteinler serbest radikallerden oldukca kolay etkilenirler (Trelstad ve ark, 1981).
Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
immiinoglobiilin G (Ig G) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulduklar igin,
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin ROS {ireten reaksiyonlara maruz
kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri
de serbest radikallerden onemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, * veya

H,0; reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (Clarkson ve Thompson, 2000)



2.1.2.3. Karbonhidratlara etkileri:

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerindeki etkisinin sonucunda olusan g¢esitli
riinler bir¢ok patolojik siiregte onemli rol oynarlar. Koroner kalp hastaligi, diyabet ve
diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, hipertansiyon, romatoit artrit, psoriyazis, behget
hastaligi, ¢esitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta ve yaslilikta serbest
radikal {retiminin artti1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu
belirlenmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal artisinin sebep ya da Sonu¢ oldugu tam

olarak netlestirilememistir (Lelli ve ark, 1993).

2.1.2.4. Niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri:

Iyonize radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve 6liim, serbest radikallerin
DNA ile reaksiyonu sonucu olusur. Bu olaydan 6zellikle hidroksil radikali sorumlu tutulur.
Niikleik asit baz degisimleri ve DNA’da zincir kirilmalar sitotoksisiteye neden olur ve tamir

sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar gelisir. (Kanofsky, 1989; Floyd, 1990)

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikal reaksiyonlar1 nétrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin
savunma mekanizmasi igin gereklidir. Ancak serbest radikallerin fazla tiretimi ile doku hasari
sekillenebilir ve bu durum hiicre 6liimii ile sonuc¢lanir. Bu yiizden viicutta olusan zararh
oksidanlar1 uzaklastirmak ve hasar1 onarmak i¢in giiclii savunma sistemleri vardir (Chapple,
1997; Dennison ve Van Dyke, 1997). Serbest radikallerle uyarilan ve oksidatif strese karsi
olusturulan bu savunma mekanizmalari; koruyucu mekanizmalar, tamir mekanizmalari,
fiziksel savunma ve antioksidan savunma seklindedir (Valko ve ark, 2007).

Serbest radikallerin olusumuna kars1 savunma sistemlerinin verdigi cevaplar dengede
oldugu siirece organizma olusan radikallerden etkilenmez ve bu durum °‘oksidatif denge’
olarak tanimlanir. Fakat zararli bilesiklerin olusumu savunma sisteminin giiciinden daha hizli
olursa; bu denge bozulur ve oksidatif hasar ortaya ¢ikar (Sen, 2001; Meram ve Aktaran,
2002).

Antioksidan savunma mekanizmalari serbest radikal olusumunu 6nlemek ve olusmus

serbest radikallerin zararli etkilerini elimine etmekle ylikiimlidiir. (Halliwell ve Gutteridge,
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1999). Bu islevleri yapan maddelere genel olarak ‘antioksidanlar’ antioksidanlarin bir araya
gelerek olusturduklart bu mekanizmaya ise ‘antioksidan savunma sistemi’ adi verilir (Deveci
ve Giiven, 2008).
Antioksidanlar;
a) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirarak,
b) Singlet oksijeni temizleme ya da suya doyurarak,
¢) Siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi anahtar reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak,
d) Oksijeni uzaklastirarak ya da lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak,
e) Hidroksil, alkoksil gibi baslica serbest radikaller ve peroksil tiirlerini temizleyerek,
f) Baslangi¢ boliim zincirlerini kirarak serbest radikal olusumunu engellemeye ¢alisirlar,
(Gutteridge, 1995).

Antioksidanlarla olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinin yontemleri ise
temizleyici, bastirici, onarict ve zincir kirici etkiler olarak siniflandirilabilir;
1. Sipiiriicii etki: ROT’ u etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme
islemidir. Antioksidan enzimler bu sekilde etki gosterirler.
2. Bastirict etki: Radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya onlar1 inaktif
forma doniistliren bir etkidir.
3. Onarici etki: Bu grup iginde DNA tamir enzimleri; metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.
4. Zincir kirict etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini  kirip
fonksiyonlarim1 engelleyici etkidir. Hemoglobin ve seruloplazmin bu tip etkiye Ornek

gosterilebilir (Akkus, 1995).

2.2.1. Antioksidanlarim Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olarak siniflandirilir

(Akkus, 1995).

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik)

antioksidanlar olmak {izere ikiye ayrilirlar (Akkus, 1995) (Tablo 4,5).
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Tablo 4. Baslica enzimatik endojen antioksidanlar (Akkus, 1995; Aslan ve ark, 1995; Madi ve

ark, 1999)

Antioksidan

Reaksiyonu

Glutatyon Peroksidaz

Hidroperoksitlerin  indirgenmesinden  sorumludur.  Ozellikle

eritrositlerde oksidadif strese karsi en etkili antioksidan enzimidir.

(GSH-Px) H,O, + 2GSH — GSSG +2H,0
GSH-Px vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
Glutatyon Rediiktaz | Okside Glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmis Glutatyona (GSH)

doniisiimiinii kataliz eder.

Glutatyon S-Transferaz
(GST)

Lipid peroksitlere kars1 GSH-Px aktivitesi gostererek antioksidan

savunma mekanizmasi olustururlar.

Stiperoksit Dismutaz

Siiperoksit serbest radikalinin (O,~) ve hidrojen peroksit (H,O;)

radikallerinin molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizleyen

(SOD) antioksidan enzimdir.
(202+ 2H — H202+02)
Katalaz Hidrojen peroksidi (H,0,) ve hidroksil (OH") radikallerinin

olusumunu 6nlemek i¢in bunlar1 suya ve oksijene parcalar.

Mitokondriyal
Sitokrom Oksidaz

Solunumun zincirinin son enzimi olarak, Siiperoksidi (O )

detoksifiye eder.
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Tablo 5. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar (Akkus, 1995; Aslan ve ark, 1995;
Madi ve ark, 1999)

Antioksidan

Reaksiyonu

Seruloplazmin

Ferro demiri (Fe™) ferri demire (Fe™) yiikseltgeyerek fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu engeller

Transferrin

Serbest demir iyonlarin1 baglayarak fenton reaksiyonunu onler.

Laktoferrin

Diisiik pH’ 11 ortamlardaki demir iyonlarini baglar.

Albumin Proteini ve metal iyonlarini baglar.
Bilirubin Onemli bir peroksil radikali toplayicisidr.
Glikoz Hidroksil radikali gidericisidir.
Lipofilik 6zelligi ile hiicrelerin hemen hemen biitiin organellerine hatta
Melatonin hiicrelerine kadar ulasabilen melatonin, hidroksil ve siiperoksit
radikallerini tutarak antioksidan etki gosterir.
Sistein Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
Urik asit Genelde metal baglayici olarak ¢alisirken degisik radikalleri de toplar.
Ekzojen kaynakli antioksidanlar; vitaminler ve diger antioksidanlar olarak

siiflandirilir (Akkus, 1995) (Tablo 6,7).

Tablo 6. Vitamin antioksidanlar (Aslan ve Diindar, 1999)

Antioksidan

Reaksiyonu

Vitamin E

(o-tokoferol)

Siiperoksit, hidroksil radikallerini indirger. Membran lipidlerinde ¢oziinerek

peroksidasyon zincirini kirar.

B-karoten | Serbest radikal toplayicisidir.

Koenzim Q | Tim canlilarda endojen olarak sentezlenebildigi gibi besinlerle de alinabilen

(ubikinon) | vitamin  benzeri  bir  antioksidan olarak, mitokondriyal  enerji
metabolizmasinda gorev alir. B3 vitamini ile DNA onariminda rol alir.

Vitamin C | Tokoferolii indirger ve hidroksil radikal gidericidir ve Kollagen sentezinde

(askorbikasit)

prolin ve lizinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir.
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Tablo 7. Diger ekzojen antioksidanlar (Akkus, 1995; Aslan ve Diindar, 1999)

Antioksidan

Reaksiyonu

Allopurinol, oksipurinol, tungsten,

pterin aldehit

Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksit iiretimini

inhibe eder.

Lokal anastezikler, nonsteroid
antiinflamatuarlar, kalsiyum kanal

blokerleri, adenozin

NADPH oksidaz inhibitorudurler.

Demir salatorleri

Hiicre icinde serbest demiri baglayarak, fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu engeller.

Desferroksamin

Serbest ferri demiri (Fe**) baglar.

Ebselen, asetilsistein

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) arttirir.

Mannitol

Hidroksil radikalini toplayici etki gosterirler.

Trolox-C

Vitamin E analogu olarak gorev yapar.

2.2.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.2.1.1.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerde meydana gelen hidroperoksitlerin uzaklagtirilmasinda gérev alan 85 kDa
molekiil agirligina sahip bir enzim olan glutatyon peroksidaz ilk kez 1957 yilinda Mills
tarafindan memeli eritrositlerinde saptanmistir (Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Glutatyon peroksidaz enzimi; dort protein alt {initesinden olusan tetramerik bir
yapidadir ve her {initenin aktif bdlgesinde bir atom selenyum elementi bulunur. Bu yiizden
biyosentezinde selenyuma ihtiya¢ duyulur ve bu enzimin bir selenoenzim oldugu diisiintiliir
(Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Glutatyon peroksidazin memeli sistemlerinde dort adet izoenzimi vardir ve bu
izoenzimlerin aktiviteleri dokuda; kasta disiik; kalp, akciger ve beyinde orta; karacigerde ise
yiiksek olarak derecelendirilir. Hiicrede ise ¢ogunlukla sitozolde ve mitokondride bulunurlar
(Gutteridge, 1995). Bu izoenzimlerden en ¢ok bulunani peroksidaz GPx1’dir. GPx2 daha ¢ok
gastrointestinal bolgede yer alirken GPx3 plazma formudur. GPx4 ise membranla iliskili

proteindir ve ayn1 zamanda fosfolipid glutatyon peroksidaz (PHGPx) olarak da bilinir. Her ne
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kadar islevleri ayni olsa da her izoenzimin seviyesi dokudan dokuya degisiklik gdsterir ve bu
sekilde lokalize olurlar (Rojkind ve Dominguez-Rosales, 2002).

Glutatyon peroksidaz enzimi iki adet substrata sahiptir; bunlardan biri peroksitler,
digeri ise rediiklenmis glutatyondur (Sekil 2). Glutatyon peroksidaz, rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H,O7’ 1 de suya gevirir ve boylece membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan

strese karst korumus olur (Memisogullari, 2005).

NH, | 0

I N COCH
HOOC 0 CE, |

oH

Sekil 2. Glutatyonun agik formiilii (Stryer, 1994)

Glutatyonun (GSH) yiikseltgenmis formu glutatyon distilfittir (GSSG). GSH-Px’
aktivitesinin devam etmesi i¢in glutatyonun belirli bir seviyede bulunmasi gerekir. NADPH’ e
bagiml glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla, Glutatyon disiilfit (GSSG), tekrar
iki molekiil GSH’ a dontisiir. H,O, molekiiliine etki eden katalazdan farkli olarak GSH-PX,
tiirlii reaksiyonlarda hizli olusan tek molekiil H,O,’ in ortadan kaybolmasini saglar (Akkus,
1995).

ROOH +2GSH — ROH + GSSG + H,0O

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksiti indirgedigi gibi lipit peroksitlerini de
indirgeyebildigi i¢in biyolojik membranlarin yapisinin ve fonksiyonunun korunmasinda lipit

peroksidasyonunu engellemede son derece dnemli bir enzimdir (Mc Cord, 2000).
2.2.1.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), ilk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan
tanimlanan (Riemarsma ve ark, 1991), siiperoksit anyonunun hidrojen perokside ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizleyen hiicre i¢i antioksidan bir enzimdir. Hiicresel

kompartimanlardaki O, diizeyleri bu sistem sayesinde kontrol altinda tutulur (Sander ve ark,
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2002). Siiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur, 6zellikle
eritrositlerde fazladir. Antioksidan savunmanin belirteci olarak tanimlanmasinin sebebi viicut
tarafindan iiretilen en gii¢lii antioksidan olmasidir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Stiperoksit, metal iyonlarmi indirgeyerek bagli olduklar1 proteinlerden salinimina
neden olur, metal iyonlarinin katildig: hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir ve
kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar. Diger radikallere gore daha az reaktif olmasina
ragmen, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri, baz1 aminoasitleri ve antioksidan bilesikleri
(askorbik asit, glutatyon, tokoferol) oksitler ( Fridovich, 1983).

Stiperoksit radikali hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun omiirliidiir ve
cozlnlrliigi daha fazladir. Hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ¢iinkii bu zarin yapisi
fosfolipidlerden olusmustur ve siiperoksit burada daha kolay bir sekilde proton alarak
hidroperoksit radikalini olusturur. Bu radikal hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu
baglatabilir ve tokoferol gibi antioksidanlari oksitleyebilir nitelikte olup cok reaktiftir
(Fridovich, 1983).

SOD

20, "+ 2H" — H,0, + O,

Stiperoksit dismutazin enzimatik sistemlerde sitozolik, mitokondriyel ve ekstraselliiler
olmak iizere 3 tipi vardir Cinko ve Bakir igcerenler; CuZnSOD olarak adlandirilir ve sitozolde
yer alir. Mangan icerenler ise MnSOD olarak isimlendirilir ve mitokondride yer alir.
Ugiinciisii ise hiicre disinda yer alan SOD formudur ve plazma membrani yiizeyinde lokalize

olan heparin baglayici bir proteindir (Kanta, 2011).

Stiperoksit dismutazin her ii¢ formu da metal iyonlarinin varliginda (Cu ve Fe)
stiperoksit anyonlarint H,O;’ ye cevirir. Bu enzim, reaktif nitrik oksit tiirlerinden olan
peroksinitritin olusumunu siiperoksitlerin ortamdaki derigimini azaltarak engeller (Halliwell

ve Gutteridge, 1999).

2.2.1.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi, molekiil agirlig1 yaklasik 248000 Dalton olan, ¢cogu hiicre tipinde
farkli miktarlarda bulunan bir hemoproteindir (Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999). Her bir katalaz
molekiilii 4 polipeptit zincirinden olusan bir tetramer olup her bir tetramer bir adet prostetik
hem grubu (Protoporfirin IX halkasi) igerir (Alptekin, 2009).
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Sekil 3. Katalaz’ 1n ii¢ boyutlu yapis1 (Cengiz, 2007)

Katalaz enzimi, karaciger, kemik iligi, bobrekler, eritrositler, miikoz membranlar ve
hiicrede peroksizomlarda yiiksek miktarlarda bulunur (Scibior ve Czeczot, 2006).

Enzim, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek; H,O ve molekiiler oksijeni olusturan
reaksiyonu katalize eder (Rojkind ve Dominguez-Rosales, 2002).

2H,0p — 2H,0+ O3

Oksidorediiktazlar; oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda rol olan enzimleri
kapsarken, katalaz enzimi oksidorediiktazlarin (Oksidazlar, oksijenazlar, dehidrojenazlar,
hidroperoksidazlar) bir grubu olan hidroperoksidazlar sinifinda yer alir. Hidroperoksidazlar
substrat olarak hidrojen peroksit veya H,0,’ ye ek olarak; etanol, metanol, fenoller ve nitritler
gibi bazi cesitli substratlari da metabolize eder (Rojkind ve Dominguez-Rosales, 2002).
Boylelikle, canliy1 zararli peroksitlere karsi korurlar. Peroksitlerin birikmesi ile serbest
radikallerin ortaya ¢ikmasina ve membran yapisinin bozulmasina engel olur (Yildirim, 2010).

ROOH + AH, ——» HO+ROH + A

Katalaz, H,0,’ in zararli etkilerini ise iki kademede ortadan kaldirir. Ilk basamakta
CAT bir molekiil hidrojen peroksiti suya indirgerken kendisi porfirin katyon radikaline
yiikseltgenir. Ikinci basamakta ise ikinci hidrojen peroksit molekiiliinii, molekiiler oksijene
yiikseltgeyerek tekrar indirgenir. Bu reaksiyonlarda hidrojen peroksit molekiillerinden biri
elektron alicisi, digeri ise elektron vericisi olarak gorev yapar. Ancak katalaz biiyiik
molekiillii lipit hidroperoksitlerine etki etmez. Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen
peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Katalaz her ne kadar
normal sartlar altinda, bazi hiicre tipleri i¢in esasi olmasa da hiicrelerin oksidatif strese karsi
tolerans kazanmasinda énemli bir rol oynar (Matés ve Jimenez, 1999; Rojkind ve Dominguez-

Rosales, 2002).
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2.2.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.2.1.2.1. a Tokoferol

E vitamini; tokoferoller (Alfa, beta, gama ve delta) ve tokotrienoller olarak
smiflandirilmis bir vitamindir (Brigelius-Flohe ve Traber, 1999; Janson, 2006). Biyolojik
aktivitesi en giiclii olan ve en yiiksek antioksidan etki gosteren tokoferol; alfa tokoferoldiir.
Bu vitaminin kimyasal olarak aktif olan kismini1 olusturan fenolik hidroksil gruplu aromatik

halkas1; tokoferollerin antioksidan 6zelligini yansitan kismidir (Aydin ve ark, 2001).

CH4

H
O CHI

1\
CH,CH,CH,CH}-CH;

H.C 0
' CHa 3

CH 1
a-tokoferol

Sekil 4. Alfa tokoferoliin kimyasal formulii (Aydin ve ark, 2001)

Yapilan ¢alismalarda genel olarak, tokoferollerin; radikallerin yok edilmesi, zincirin
kirilmasi, baskilamasi, bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin
giiclendirilmesi gibi mekanizmalarin tamamin1 kullantyor olmasi nedenleriyle antioksidan
kapasitesinin ¢ok genis oldugu kabul edilmistir(Kizhakekuttu ve Widlansky, 2010).

Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membranlarinin fosfolipidlerinde
bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma
mekenizmasi ile siiperoksit, hidroksil, singlet oksijen, lipid peroksil radikallerini temizler.
Lipid peroksil radikalleri ile tokoferoller reaksiyona girerek tokoferoksil radikalleri olusturup
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi i¢in zincir kirici bir antioksidan olarak
da bilinir. Daha ¢ok hiicre membranlar1 olmak iizere hiicrelerin lipid kisimlarint korurlar.
Tokoferoller kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek arterosklerozisin onlenmesine katkida
bulunurlar (Saldamli ve Saglam, 1998; Gok ve Serteser, 2003; Anil, 2006).

Hiicre zarinda antioksidan olarak Vitamin E goérev yaparken; hiicre igerisinde bu
gorevi genelde glutatyon peroksidaz (GPx) iistlenir. GPx metalloenziminin aktivasyonu igin
selenyum elementi gereklidir (Hoekstra, 1975; Packer, 1991; Gutteridge, 1995; Vallyathan ve
ark, 1997) Vitamin E selenyum metabolizmasinda da onemli rol oynadigindan glutatyon

peroksidaz ve Vitamin E birbirlerine tamamlayici etki gdsterirler. Ayni zamanda Vitamin E
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selenyumun organizmadan kaybini1 6nleyerek veya onu aktif halde tutarak selenyum ihtiyacini

azaltir (E1-Demardash, 2004).
2.2.1.2.2. p-Karoten (A Vitamini)

A vitamini, hayvanlarda retinoliin uzun zincirli yag asidi esterleri halinde, bitkilerde
ise bir provitamin olan B-karotenler formunda bulunur (Akkan, 1999). Yagda eriyen
vitaminlerden olan A vitamininin 6n maddesi olan karoten; bitkilerdeki kloroplastin bir
bilesenidir (Cevik, 2004). pB-karoten, o-karoten ve [B-kriptoksantin A vitaminine
doniisebildikleri i¢in provitamin A olarak da bilinirler (Saldamli, 1998; Cemeroglu ve ark,
2003). Tiim bu provitaminler antioksidan karotenoidlerdir (Murcia ve ark, 2009). Ozellikle;
sar1, turuncu sebze ve meyvelerde, yesil sebzelerde; havug, yesil ve kurutulmus yoncada B-
karoten yogun olarak bulunmaktadir (Diplock, 1998).

Serbest radikal reaksiyonlarina katilan karotenoidler antioksidan aktivitelerini; zararl
hidrojen peroksitlerin olusum hizini azaltarak gosterirler ve membran lipidlerini peroksidatif
hasara kars1 korurlar (Di Mascio ve ark, 1991). Singlet oksijen, peroksil radikali, sliperoksit
anyonu, viicutta nitrik oksitin oksidasyonu ile olusan nitrojen dioksit gibi reaktif oksijen

tiirevlerini ve serbest radikalleri temizleyerek etki ederler (Khopde, 1998).
2.2.1.2.3. Koenzim Qqg

Koenzim Qio’ un ilk izolasyonu; sigir kalbinin mitokondrisinden 1957 yilinda
Winconsin® de Dr. Frederick Crane tarafindan yapilmistir. Ayn1 yil icinde Ingiltere’ de Prof.
Dr. Morton rat karacigerinde Vitamin K ile benzer yapida olan CoQ1o buldugunu bildirmis ve
bu yapinin kinon formda oldugunu fakat K vitamininden farkli olarak bilesik benzen
halkasinda 2 metoksi grubunun yer degistirmis sekilde bulundugunu agiklamistir. "Ubikinon"

ya da “koenzim qi0” adin1 vermistir (Turunen ve ark, 2004).

~E CHs

|CH2"CH =C “CH?);()H

Sekil 5. Koenzim Qjo’ un kimyasal formiilii (Briere ve ark, 2004)
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Koenzim Qip hemen hemen tiim hiicrelerde, 6zellikle intraseliiler enerji ihtiyaci fazla
olan kalp, karaciger, bobrek ve pankreasta tirozin (veya fenil alanin) ve mevalonattan tretilir.
Koenzim Qio’ un kimyasal yapist 2,3 dimethoxyl-5-methyl-6-decaprenil-1,4 benzoquinone
seklindedir. Isminde bulunan Q harfi bir kinon halkas1 i¢erdigini, 6, 7, 8, 9, 10 rakamlar1 ise
isoprenoid yan zincirinde kag adet prenil tinitesi bulundurdugunu gosterir (Karolkiewicz ve
ark, 2006; Nakajima ve ark, 2008).

CoQ10’ un elektron tasiyicist Ozelligi yapisindaki kinon grubundan kaynaklidir.
Redoks ozelligi ile elektronlarin kompleks I (nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz)
ve kompleks II’ den (sliksinat dehidrogenaz) kompleks III’ e (ubikinon- sitokrom c rediiktaz)
taginmasini saglar (Sekil 5). Bu ylizden, CoQjg hiicresel enerjinin iiretilmesinde énemli bir rol

oynar (Quinzii ve Hirano, 2010).

ATP ATP ATP

AFF, ATPaz A F.F, ATPaz FF,ATPaz A
NADH'H' FAD KoQH,

/ FMN \
/ : | : 51101\10111 Snokrom SIIOkIO%IORrom

NAD* \ FMNH I\OQ / Fot+ Fett
ADP, Pi (FADH'H') ADP. Pi
/l\rel s Cemberi—» F/-\‘DH" /‘_\ Kot

\\ Yag asidi oM+
Oksidasyonu

Piriivat

Sekil 6. Koenzim Qjp’ un ATP iiretimindeki yeri (Berdanier ve ark, 2008)

En ¢ok mitokondride bulunun koenzim Qio’ un sentezi, endoplazmik retikulumda
baglayarak golgide tamamlanir, buradan hiicredeki diger bolgelere dagilir. Hayvan
hiicrelerinde mitokondriye ek olarak endoplazmik retikulum, golgi, lizozom, peroksizom ve
plazma membraninda yer alir. CoQ vyiiksliz olmasi, smirli miktardaki fazlalik plazma
membranindan kana gecebilmesini ve plazma lipoproteinlerine kolaylikla baglanabilmesini
saglar (Deichmann ve ark, 2010)

CoQ’ nun rediikte formu (ubikinol) lipit peroksidasyonunu engelleyici bir rol
tistlenerek (Deichmann ve ark, 2010) lipit radikali veya lipit peroksit radikallerini yakalar.
Ubikinol, Vitamin E’ nin rediikte formunun devamliligimi saglayarak da lipit

peroksidasyonunun inhibisyonunu saglayabilir (Ernster ve Dalliner, 1995). Koenzim Q1o
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golgi cismi, lizozom, mikrozom, peroksizom ve hiicre membrani1 gibi membranlarda
doymamis lipid zincirlerine yakin olacak sekilde durarak; membrandaki lipid
peroksidasyonunu engelleme ve boylelikle serbest radikal ¢opciiliigii yapma gorevini yerine
getirir. Peroksil radikaline dogrudan etki eden, ayrica C ve E vitamininin rejenerasyonunda
indirekt olarak rol alan CoQ1o yogun olarak bulundugu organ ve organellerde enerji iiretiminin
anahtar1 konumundadir (Crane, 2001). Koenzim Qjo’ un hiicre sinyali ve gen ekspresyonu ile
birlikte hiicre biiyiimesi ve apoptozisi kontroliinde yer alir (Crane, 2001).

Koenzim Qo endojen ve ekzojen kaynaklarda bulunur (Oudshoorn ve ark, 2006).
Insanlarda Asetil-KoA ve ekzojen kaynakli tirozin aminoasidinin katkilarryla kolesterol
biyosentezinin de gergeklestigi ortak bir yolda sentezlenir (Overvad ve ark, 1999). Ekzojen
olarak diyet ile alinan CoQp; tavuk eti, dana eti, alabalik, soya fasulyesi, brokoli gibi tiim
hayvansal ve bitkisel gidalarda farkli oranlarda bulunur (Weber ve ark, 1997; Overvad ve ark,
1999).

Koenzim Qio’ un viicutta eksikligi nadir goriiliir, ancak sentezindeki aksakliklar
nedeni ile ilgili olarak bu durum saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Beslenme eksiklikleri
nedeniyle bozulmus CoQ1 sentezi (6rnegin; CoQ biyosentezinde kofaktdr olan Bg vitamini
eksikligi), CoQio sentez veya kullaniminda genetik veya edinsel defekt, 6zel bir hastalik
sonucu artan doku ihtiyaci eksikligini ortaya ¢ikaran nedenler arasindadir. Bunun yaninda
bircok hastalik siireci Ornegin; ensefalomiyopati, siddetli multisistemik infantil hastaligi,
serebellar ataksi, bliylime geriligi ile Leigh sendromu ve izole miyopati gibi saglik sorunlari
CoQqo eksikligi ile iligkilendirilir (Quinzii ve ark, 2007). Oral CoQjo desteginin de pek gok
hastaliga kars1 koruyucu olabilecegine dair galismalar vardir. (Thorne, 2007).

Literatiirde CoQ1p takviyesinin sayisiz saglik faydasi bildirilmistir. Bu c¢aligmalarin
biiyiik bir kismi, standart tibbi tedavinin bir pargast olarak CoQip’ un kullanildig:
kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgilidir (Greenberg ve Frishman, 1990; Overvad ve ark, 1999;
Langsjoen ve Langsjoen, 1999; Belardinelli ve ark, 2006). Son yillarda, CoQio c¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda terapotik bir madde olarak test edilmektedir. Mitokondrial
hastaliklarin tedavisinde CoQ1p’ un 6nemi artik kabul edilmektedir (DiMauro ve ark, 2006).
Parkinson ve Huntington’s gibi norolojik hastaliklarin tedavisinde CoQio ile yapilan 6n
sonuglar umut vericidir (Kieburtz, 2001; Beal, 2002; Shults ve ark, 2002; Shults, 2003).
CoQ10’ un potansiyel terapdtik degeri baska kosullarda da belirginlesmistir (Littarru ve Tiano,
2005; Bhagavan ve Chopra, 2006).

CoQp, tiim hayvan ve bitki hiicrelerinde bulunur. Bununla birlikte, gidalardan

terapotik bir doz almak zordur. CoQo takviyesi, yashh hayvanlarda enerji ve egzersiz
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toleransini arttirir ve bagisiklik sisteminde yasa bagh diislisiin diizeltilmesinde etkili olabilir.
Zira Koenzim Qqq eksikligi, enerji eksikligi, serbest radikal hasarinin artmasi ve buna bagl
kardiyovaskiiler problemlerin artmasi ile sonuglanir. Pet hayvanlarinda, hayvanin boyutuna ve
bireysel ihtiyaclarina bagl olarak degismekle birlikte veteriner hekimlerin Onerdigi tipik
dozaj (6zellikle 7 yasin {lizerindeki kopeklerde) her 24 ila 48 saatte 30 miligram’dir. Ancak
molekiiler kiitlesi ve suda zayif ¢oziiniirliigii nedeniyle, koenzim Qio’ un biyoyararliligt
diistiktiir. Bu yiizden koenzim Qi un ticari formlarinin biyoyararliliginin arttirilmasi ve
gidalarin koenzim Qi ile zenginlestirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir
(Zaghloul ve ark, 2002, Bhagavan ve Chopra, 2007).

Hiicre ve dokulara zarar veren serbest oksijen radikallerini nétralize eden koenzim Qo
organizma tarafindan endojen olarak da bulunabildiginden; giiclii antioksidanlar sinifindadir
(Balaban ve ark, 2005; Demirol ve ark, 2006). Bu serbest radikal ¢op¢iisiiniin yaslanma ile
iligkisine bakildiginda ise; elektron transport sisteminde, hiicrelerin hayati fonksiyonlar1 ve
kas kontraksiyonu i¢in gerekli ATP olusumunu saglayarak yaslanmay1 yavaslatmadaki en
onemli etmenlerden biri oldugu disiiniilmektedir (Pelit ve Aydm, 2001). Hiicre
membranlarindaki doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonunu ve ateroskleroz
gelisiminde onemli bir basamak olan LDL kolesteroliin oksidasyonunu engellemesinden
dolay1 yaslanma tizerindeki geciktirici etkiye sahip oldugunu gdsteren caligmalar mevcuttur

(Cakatay ve Kayali, 2006).

2.2.1.2.4. Askorbik asit (Vitamin C)

Dogada en yaygin vitamin olarak bulunan C vitamininin kimyasal ad1 askorbik asittir
ve CgHgOs kapali formiilii ile gosterilir. Suda ¢oziinebilen, zayif asidik karakterli bir
ketolaktondur. Askorbik asit; algler ve karayosunlarinin da dahil oldugu biitiin fotosentetik
okaryotlarda bulunur (Loewus, 1980). Bitkilerdeki biyosentezi tam olarak bilinmemekle
beraber, mitokondride sentezlendigi ve buradan hiicrenin diger kisimlarina aktarildig:
diisiiniiliir (Dogan, 2005).

Cogu hayvan kendi C vitaminini glikozdan sentezleyebilirken; basta insanlar olmak
lizere bazi hayvanlar bunu diyetle almak zorundadirlar (Dave ve Shah, 1997 b).

Canli dokularda oksidasyon ve rediiksiyon olaylarindaki rolii nedeniyle beyaz, kristal
halde bulunan askorbik asit; L-Askorbik asit, D-Askorbik asit ve D-izoaskorabik asit
(eritorbik asit) olarak 3 ¢esit izomere sahiptir. En ¢ok bilinen izomeri L-Askorbik asittir,

c¢linkii sadece bu izomeri biyolojik olarak aktiftir (Dizlek ve Giil, 2007).
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Askorbik asidin en Onemli biyokimyasal o6zelligi; elektronlarin1 kolaylikla
verebilmesinden kaynakli antioksidan etkisidir. Bir¢ok reaktif oksidan tiirleri i¢in indirgeme
ajant olarak gorev yapar. Hiicresel membranlarda tokoferol radikallerini yeniden aktif
formlarina indirger. Bununla birlikte serbest demir iyonlari, oksidatif bozulmay1 katalizleyen
tehlikeli Fe*? iyonlarim1 meydana getirebilir (Gok ve Serteser, 2003; Aml, 2006).
Bagirsaklardan emilimini, serum konsantrasyonunu, hiicresel dagilimini, kullanim1 ve disar
atilimini iceren farmakokinetik 6zellige de sahiptir (Dave ve Shah, 1997 b). Giiglii bir
indirgeyici ajan olmasi ile birlikte oksijen tutma 6zelligine de sahip olmasi askorbik asidin
organizma i¢in dnemini ortaya koyar. Sulu fazda bulunmasina karsin lipit peroksidasyonunu
baslatici radikalleri temizleyerek, lipitleri ve zarlar1 da oksidan hasara kars1 korur.

C vitamini antioksidan 6zelliginin yaninda oksidan 6zellik de gosterir. Fe™ i Fe™ e
indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek hiicre i¢ci molekiildiir (Memisogullari, 2005).
Ancak bu etkisini diisiik konsantrasyonlarda gostermektedir, yiiksek konsantrasyonlarda ise
antioksidan etkiye sahiptir. Sulu fazda o6nemli bir zincir kirici antioksidandir (Odum ve

Wakwe, 2012).
2.2.1.2.5. Seruloplazmin

Tek bir polipeptit zincirinden sekillenen, memeliler ve kanatlilarin serum bakirinin
cok biiytik bir kismini olusturan seruloplazmin (Cp); 130000 Dalton molekiil agirligina sahip
bir glikoproteindir (Cederbland, 1979). Her bir molekiil basina alt1 bakir atomu baglanir
(Eckersall ve Conner, 1988).

Plazmada bakirin baslica tasiyiciligini yapar ve (Mc Pearson, 1996) saglikli bireylerde
dolagimdaki total bakirin yaklasik %90-95” ini yapisinda bulundurur (Fox ve ark, 1995). Bu
protein ilk kez Laurel ve Holmberg tarafindan 1948’de domuz ve insan plazmasindan elde
edilmistir. Yapisindaki bakir atomlarindan dolay1 saf protein mavi renkli goriiniir (Curzon ve
Vallet, 1960). Seruloplazmin karacigerin paransim hiicrelerinde (Amer ve ark, 1975; Chang
ve ark, 1975; Chang ve ark, 1976) aposeruloplazmin olarak sentezlenir ve golgi organelinde
6-7 adet bakir atomu yapisina katildiktan sonra holoseruloplazmin olarak plazmaya salinir
(Perman ve ark, 1979; Yiice ve ark, 1999).

Seruloplazmin plazmada bakir tasiyan bir protein oldugundan proteinin en Onemli
gorevinin bakir vericisi oldugu diisiiniiliir (Silverman ve Christenson, 1994; Kriiger ve ark,

1995; Wittum ve ark, 1996).
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Hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,
seruloplazmin, albumin, bilirubin, beta-karoten ve alfa-l antitripsin sorumludur (Halliwell,
1991). Seruloplazmin de hiicre dis1 bir antioksidan olarak siiperoksit radikallerini nétralize
ederken (Byung, 1994), serbest oksijen radikallerini kendisine baglayarak fonksiyonlarini
engelleyici bir etki gosterir (Akkus, 1995).

Ferroksidaz aktivitesine egemen olan seruloplazmin; nitrik oksit, azidler ve oksijenli
bilesiklerle etkilesim halindedir ve demir metabolizmasi i¢in ¢ok Onemlidir (Osaki ve ark,
1966). Fe*® i, Fe™ e yiikseltgeyerek (Fenton reaksiyonu) toksik ferro demirin, toksik
olmayan ferri demire oksitlenmesini saglamasiyla (Ceron ve ark, 2005) birlikte; demirle
iligkili serbest radikallerin zararlarindan dokular1 korumakta, c¢esitli antioksidatif ve
sitoprotektif olaylarda da gorev almaktadir (Murata ve ark, 2004).

Seruloplazminin herhangi bir durumdaki eksikligi dolayisiyla demir metabolizmasinm
etkiler. Farelerde Cp eksikliginde karaciger ve diger organlarda demir birikimi gozlenmistir
(Harris ve ark, 1999; Patel ve ark, 2002). Karaciger yetersizligi ve malniitrisyon gibi protein
sentez bozukluklari, protein kaybettiren enteropati, nefrotik sendrom, herediter
hiposeruloplazminemi, Wilson hastaligi, Menkes hastaligi, nutrisyonel bakir eksikligi
(Scheinberg ve Steinlieb, 1984; Danks, 1989) ve diyabetli hastalarda (Cunningham ve ark,
1995) plazma Cp diizeylerinin 6nemli diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir.  1987°de
Miyajima ve ark Aseruloplazminemi adimi verdikleri, dolagimdaki seruloplazminin hemen
hemen yoklugu ile karakterize, otozomal resesif, norodejeneratif bir hastalik tanimladi.
Seruloplazmin geninde mutasyonla ortaya ¢ikan aseruloplazminemide; pankreas, retina ve
beyinde fazla demir birikimi meydana gelmekte ve (Xu ve ark, 2004) artan demir
konsantrasyonu, beyinde lipid peroksidasyonunun artigina neden olabilmektedir (Miyajima ve
ark, 2002).

Seruloplazmin, tamamen zararsiz degildir ¢ilinkii yliksek seviyelerdeki bu protein
aterosklerozise zemin hazirlar. Bir¢ok arastirmaci kardiyovaskiiler hastaliklar ve artmis Cp
seviyeleri arasinda korelasyon bildirmislerdir (Fox ve ark, 1995). Yiiksek riskli akut
myokardial enfarktlis ve Cp seviyelerindeki artis arasindaki iliski Fillandiya’da yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarla da gosterilmistir (Reunanen ve ark, 1992). Seruloplazminin akut
myokard infarktiisiinde meydana gelen inflamasyon ve iskemik dokudaki hasar sonucu akut
faz reaksiyonu ile karacigerden atilimi artarken plazma diizeyleri ylikselmeye baglar
(Reunanen ve ark, 1992; Fox ve ark, 2000). Ge¢ akut faz reaktan1 olarak bilinen Cp’ nin (Mc
Pearson, 1996) myokard infarktiisii geciren hastalarda infarktiisiin 24. saati sonunda bile

sagliklilara gore 2 kat artis gosterdigi bildirilmektedir (Giingdr ve ark, 2004). Myokard
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infarktiisiindeki artmis riskin Cp’ nin pro-oksidan aktivitesinden ve LDL’ yi oksidatif
modifikasyona ugratarak aterosklerozun fizyopatolojisine katkida bulunmasindan
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Lamb ve Leake, 1994).

Seruloplazmin, ferritin, transferin ve laktoferin gibi metaloproteinler, metal
homeostazi ve bakir ve demir gibi 6nemli iz elementlerin depo rezervuarindaki kritik rolleri
ile bilinmektedirler. Bu proteinlerin oksidatif stres sartlar1 altinda uyarildiklarina dair kanitlar
mevcuttur. Bu proteinler redoks aktif metaller olan demir ve bakir1 baglayarak onlarin Fenton
reaksiyonu yoluyla ROS iiretimini katalizleme kapasitelerini azaltirlar. Boylece ROS’ un

zararh etkilerini 6nlerler (Rojkind ve Dominguez, 2002).
2.2.1.2.6. Ferritin

Ferritin; 440 kDa molekiil agirliginda, 24 alt birimi olan bir proteindir (Domenico ve
ark, 2011). Ferritinin, demiri depolama ve islev dis1 demiri toksik olmayan halde tutma gibi
gorevleri vardir (Wilson, 2009). Viicutta hemen hemen tiim hiicrelerde bulunabilir; 6zellikle
karaciger, dalak ve kemik iliginde bol miktarda mevcuttur. Bir ferritin molekiilii 4500 demir
atomu igeren ferrik hidroksifosfat yapisinda bir ¢ekirdek ve onun etrafin1 saran apoprotein
kabuktan olusur ve suda eriyebilir formdadir (Ganong, 1991; Soner ve Kurdoglu, 1993).

Ferritin, demir depo proteini olmak igin biitiin ozelliklere sahiptir. Oncelikle
apoferritin Fe*® yi alir, Fe*® ¢ oksitler ve gekirdekte depolanr. Ikinci olarak; Fe*¥ iin Fe'?
ye indirgenmesi ile demir salimimi sekillenir. Son olarak apoferritin sentezini stimiile eder
(Worwood, 1980). Normalde plazmadaki ferritin diizeyi selliiler ferritin miktari ile orantilidir.
Intraselliiler ferritinin sentezi, diiz endoplazmik retikulumda intraselliiler demir azlig1 veya
yiiksekligine baglidir. Kisaca plazma ferritin konsantrasyonu viicut demir depolarini yansitir
(Ulkii, 2001).

Antioksidan enzim fonksiyonunda anahtar rol oynayan Demir (Fe*?), hidrojen
peroksidin hidroksil radikaline doniisiimiinde katalizor olarak rol alir (Liochev ve Fridovich,
1994). Hiicresel demir seviyeleri fenton reaksiyonu yoluyla asir1 hidroksil radikali
olusumundan kagimmak i¢in minimum seviyede tutulur. Bu da demir depo proteini ferritin

yoluyla saglanir (Tsuji ve ark, 2000).
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2.2.1.2.7. Transferrin

Transferrin; iki demir atomu baglama kapasitesine sahip, 95000 Dalton molekiil
agirhiginda bir glikoproteindir (Yildiz ve Yiiksel, 1996). Transferinin gorevi temelde demir
tasimayla iligkilendirilir. Metal katalizli lipid peroksidasyonuna yol acan demir iyonlarini
baglayarak serbest demir olugsmasini onler (Halliwell ve Chirico, 1993). Ayrica fizyolojik
durumlarda demiri ¢oziiniir halde tutulmasini saglamasi, demirin iligkili oldugu serbest radikal
toksisitesini Onlemesi, demirin hiicrelere girisini kolaylastirmas1 gibi gorevler {istlenir
(Andrews ve ark, 2009).

Transferrinin en ¢ok sentezlendigi organ karacigerdir. Testisin sertoli hiicreleri, santral
sinir sisteminin oligodentrositleri, lenfositler, kas hiicreleri de bu proteini iiretir (Gerber ve
Connor,1989). Transferinin demire afinitesi diger biitiin demir baglayan ajanlardan daha
yiiksektir. Bu 6zelligi demirin sadece plazmada degil, enterositlere tasinmasinda da etkilidir

(Provan, 1999).

2.2.1.2.8. Laktoferrin

Laktoferrin, transferrin ailesine ait, 80 kDa agirliginda tek zincirli bir glikoproteindir.
Polimorfoniikleer 16kositlerin spesifik graniilleri igerisinde mukozal yiizeylerde ve siit,
tiikiiriik ile seminal s1v1 dahil biyolojik stvilarda bulunur. ilk defa siitten izole edilmis olmasi
laktoferrin’ e adin1 vermistir ( Emekli ve Yarat, 2008; Legrand ve ark, 2008).

Laktoferinin yapisini; amino ve karboksi olarak ayrilan iki lob olusturur. Her bir lob,
demir, bakir, ¢inko gibi tek bir metal iyonunu baglayabilir. Her demir atomu, iki tirozin, bir
aspartat ve bir adet histidin olmak tizere dort protein ligandi arasina yerlesir. Bunlara eslik
eden anyon genelde bikarbonat anyonudur. Bu yonleri ile laktoferrin, transferin ailesine ait
oldugunu kanitlar. Demir emilimi, antimikrobiyal aktivite, inflamasyon sirasinda demir
metabolizmasimin diizenlenmesi gibi demir baglama o6zelliklerine yonelik bir¢ok c¢alisma

bulunur (Berlutti ve ark, 2004; Emekli ve Yarat, 2008).

2.2.1.2.9. Hemoglobin

Hemoglobin; hem ve globinin birlesmesi ile meydana gelen bir proteindir. Hem kismi

alfa metilen kopriileri ile birbirine baglanmis 4 pirol molekiiliinden olusur. Bu diizeysel
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halkanin ortasinda bir ferro demir (F e+2) bulunur. Kanin kirmiz1 rengini veren eritrositlerin
yapisinda bulunan hemoglobin bir kromoproteindir (Cotton ve ark, 1999).

Hemoglobin en ¢ok akcigerden doku kapillerine oksijen taginmasi fonksiyonunun
goriildiigii eritrositlerde bulunur. ikitemel gorevi vardir; birincisi Oksijeni akcigerden alip
dokulara gotiirmesi iken ikinci gorevi, dokulardan karbondioksiti alarak akcigerlere
getirmesidir (Noyan, 1993).

Hemoglobin molekiiliiniin suda ¢éziinmesini; globulinin dig kisminin hidrofilik olmasi
saglar. Hidrofilik olan cep kisminda ise; suyun girmesi Onlenerek oksijen tasinmasina olanak
saglanir. Normal olan akcigerlerden dokulara tasinan oksijenin % 97- 98 kadar1 hemoglobin
molekiilii ile geriye doniisiimlii reaksiyonlar seklinde tasinur (Murray ve ark, 1993).

Hemoglobinin antioksidan islevi ROT’ u ve zincirleme reaksiyonlari baglatacak diger
maddeleri kendine baglayip; zincirlerini kirarak fonksiyonlarini onleyici etki gdstermesidir

(Berkoz ve ark, 2008).

2.2.1.2.10. Miyoglobin

Miyoglobin; hemoglobin gibi hem grubu igeren, 153 aminoasitten olusan globiiler bir
proteindir. Kalpte ve iskelet kasi sitozoliinde yer alarak bu dokularin toplam agirliginin
%?2’sini olusturur (Kagen ve ark, 1975). Metalligant komplekslerinden biri olan miyoglobin;
kandaki oksijen basmcinin diistiigli durumlarda, depoladigi oksijeni serbest birakarak
Oksijenasyon (oksijenlenme) ve deoksijenasyon yetenegi ile gerekli ihtiyaci karsilar (Kanner
ve ark, 2006). Kisa ve uzun siireli oksijen depolama, intraselliiler oksijen difiizyonunu
kolaylastirma, oksijeni toplama, biyokimyasal katalizér olarak calisma ve oksijeni algilama
gibi fizyolojik fonksiyonlari istlenir (Flogel ve ark, 2001).

Miyoglobinin elektron transfer zincirinde bir fonksiyonu yoktur ancak in vitro
kosullarda cesitli oksidatif reaksiyonlar1 ve prosesleri katalizledigi kanitlanmistir. Memeli
hiicrelerinde oksijen ve enerji depolanmasinin yaninda tasinmasinda da 6nemli rol oynar
(Samsoe ve ark, 1986). Miyoglobin, hasarli miyokard hiicreleri tarafindan dolasima salinir ve
infarktiisiin baslangicindan hemen sonra artan konsantrasyonlarda serumda belirlenebilen,

diisiik molekiil agirlikl1 bir proteindir.
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2.2.1.2.11. Albumin

Karacigerde sentezlenen ve plazma proteinlerinden olan alblimin, plazma onkotik
basincin ayarlanmasinda onemli bir yere sahiptir ve kan pH’ sinin ayarlanmasinda da tampon
gorevi goriir. Aminoasit deposu gibi gorev yaparak karacigerin protein sentezi aktivitesini
destekler. Tiroksin, bilirubin, kortizol, dstrojen, serbest yagasitleri, warfarin ve penisilin gibi
bircok ilacin ve kalsiyum, magnezyum, gibi metabolizma i¢in 6nemli ya da toksik olan
organik veya inorganik bir¢cok maddenin tasinmasinda gorevlidir (Smi ve ark, 1993; Carter ve
Ho, 1994; Sugio ve ark, 1999).

Albumin tizerinde biri yiiksek, digeri diisiik afiniteli iki baglanma bolgesi vardir ve her
bir albumin molekiilii bu baglanma bolgeleriyle 2 bilirubin molekiiliiniin taginmasini saglar
(Schmid, 1972; Can ve ark, 2002). Viicutta tiim bu fonksiyonlarina ek olarak bakir iyonunu
baglama o6zelligi bulunur ve bu sayede bakir iyonuna bagli lipid peroksidasyonunu ve

hidroksil radikali olusumunu inhibe eder (Diindar ve Aslan, 2000).

2.2.1.2.12. Bilirubin

Bilirubin; eritrositlerin dalak, karaciger ve kemik iligindeki retikuloendotelyal hiicreler
tarafindan pargalanmalar1 ile ortaya c¢ikan hemoglobin ve diger hemoproteinlerin “hem”
fonksiyonel grubunun yikim yan iriiniidiir. Hemoglobin; hem ve globin seklinde katalizlenir
ve globin yikilarak aminoasitler arasinda yerini alir (Tiribelli ve Ostrow, 1990; Oran ve
Giirakan, 1995). Hem’in katabolizmas1 sonucu ile de ortaya ¢ikan bilirubinin %75°1 yaglanmig
eritrositlerin retikuloendoteliyal sistemde (RES) lizisi sonucu ile olusurken; geri kalan
%25’lik boliimii ise myoglobin, sitokrom, katalaz, siklooksijenaz, guanil siklaz, nitrik oksit
sentetaz ve peroksidaz gibi hemoproteinlerin yikimi ile olusur (Dagoglu ve Ovali, 2000; Can
ve ark, 2002; Shapiro, 2003).

Hem yikiminin ilk basamaginin tamamlanmasi ile retikuloendotelyal sistem veya
hepatik parankim hiicrelerinde olusan bilirubin dolasima salinir ancak; konjuge olmadigindan,
suda ¢ozlinemedigi i¢in plazmada tasinmasi sadece albiimin veya alfa-feto protein gibi
proteinlere baglandiginda miimkiin hale gelir (Schmid 1972; Mac Mahon ve ark, 1998; Can
ve ark, 2002).

Bilirubin; serbest radikal tirinlerin ve peroksitlerin neden olabilecegi oksidatif hasara
kars1 olusturulan antioksidan savunma sisteminde enzimatik olmayan antioksidanlar sinifinda

yer alir. Lipit peroksidasyonunu inhibe eder, hidroksil ve hidrojen peroksit radikallerinin
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temizleyiciligini yapar. Bagirsaktan emilerek karacigere gelen bilirubinin bir kismi safra ile
tekrar bagirsaga atilir, bir kismi ise karacigerde doymamis yag asitleri peroksitlerinin
olusumunu onler ve antioksidan goérevini yaptiktan sonra yikilir (Shapiro, 2003). Ayrica

taginmasi i¢in gerekli olan albiiminin de antioksidan etkisi vardir (Krijgsman ve ark, 2002).
2.2.1.2.13. Glutatyon (GSH)

Glutatyon; hiicrelerde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen, enzimatik
olmayan antioksidanlar arasinda en énemli olanidir (Finkel ve Holbrook, 2000). 1888 yilinda
De Rey Pailhade tarafindan ilk olarak izole edilmis, 1921°de Hopkins tarafindan
kristallestirilmis ve 1929’ da da kimyasal formiilii agiklanmis olan bir tripeptittir. 1935 yilinda
Harrington ve Mead tarafindan d-L-glutamil-L-sisteil-glisin halinde sentez edilmistir
(Goziikara, 1989).

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusur (Sekil 6). Genelde rediikte hali
GSH olarak kisaltilir; SH sisteinin siilfidril grubunu ifade eder ve molekiiliin aligveris yapan

kismidir. Okside formu ise GSSG glutatyon distilfittir (Stryer, 1994).

9 o M K &
g, AT
gll:::: sistein  glisin = _ Owuszn\jo'

GSH GSSG

Sekil 7. Rediikte (GSH) ve okside (GSSG) glutatyon yapilar1 (Valko ve ark, 2007)

Glutatyonun sentezi, glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin ard
arda aktivasyonlari ile katalizlenir. Oksidatif stresin bir gostergesi olarak artan oksitlenmis
glutatyon; tiyol iceren proteinlerin konformasyonu ve aktivitesi iizerine zararh etkiler yaratir.
Prooksidan bir madde oldugu icin hizla rediiklenmesi gerekir. Yiikseltgenmis glutatyonun
tekrar indirgenmesi NADPH’ 1n da kullanildig1 bir reaksiyonla olur. Bunun i¢in iki glutatyon

disiilfit bag1 ile birleserek, okside glutatyonu (GSSG) olusturur. Daha sonra bu molekiil
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pentoz fosfat yolunda sentezlenen NADPH™ ve H” ile reaksiyona girerck rediikte hale geger
ve indirgenmis durumda hemoglobin ile eritrosit hiicre proteinlerinin sistein artiklarini
muhafaza eden bir siilfidril tamponu olarak gorev yapar (Goziikara, 1989).

Glutatyonun eritrositlerin normal hiicre yapisinin korunmasi ve hemoglobindeki
demirin ferro durumunda tutulmasi i¢in de gerekli oldugu diisiiniiliir. Hiicrelerin hemolize
olan dayanikliligini indirgenmis glutatyon konsantrasyonunun miktar1 belirler. Daha diisiik
diizeyde indirgenmis glutatyon, hemolize daha hassas bir yapidadir (Stryer, 1994). Ayrica
protein yapisindaki -SH gruplarini indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. Aminoasitlerin membrandan tasinmasini saglar. Hemoglobinin
methemoglobine ddniismesini onler. Indirgenmis glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle
GPx enzimi varliginda reaksiyonu sonucu GSSG (okside glutatyon) olusur. GSH-Px rediikte
glutatyonun (GSH) glutatyon di siilfite (GSSG) doniisiimiiyle Ho,O2’nin yikimini katalizler
(Yue ve ark, 2010).

Suda c¢oziinebilen bir yapida Onemli bir antioksidan olan glutatyon; hiicre igi
indirgenme reaksiyonlarinda, kataliz olaylarinda, metabolizmada ve aminoasitlerin
transportunda rol alan indirgeyici bir ajandir. Hiicreleri, serbest radikallere, reaktif oksijen
tiirlerine, endojen ve ekzojen orijinli toksik bilesiklere karsi korur (Rose, 1984; Murray ve
ark, 1996). Glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi enzimlerin substrat
veya kosubstratidir. Indirgenmis form H,0, ve organik peroksitlerin sebep oldugu
detoksifikasyon reaksiyonlarina girerek hiicreleri oksidan hasara karsi korur. (Stryer, 1994;
Murray ve ark, 1996).

2.2.1.2.14. Melatonin

Melatonin, diger adiyla N-asetil-5-metoksitriptamin ilk kez sigir pineal ekstrelerinde
melanin graniillerini agrege etme ve kurbaga derisinin rengini degistirmesiyle farkedilerek
tanimlanmustir. Pineal bez, karanlikta ve sirkadiyan bir ritimde salgiladigi melatonin hormonu
araciligiyla viicudun diger kisimlarina zaman sinyalleri gonderir. Boylece, giiniin ve yilin
farkli zamanlarina bagh fizyolojik sikluslarin senkronizasyonunu saglamada énemli bir rol
alir (Beyer ve ark, 1998; Alonso ve ark, 2006; Harmandaro, 2008).

Pineal bezden dolasima verilen melatonin lipofilik 6zelliginden dolayr direkt olarak
veya spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicrelere ulasir (Reiter, 1991). Melatoninin, ruhsal
durumun siki bir diizenleyicisi, uyku, retinal fizyoloji, seksiiel davranislar, mevsimsel iireme

fizyolojisi ve iireme davranislari, sirkadiyan ritimler ve immiinolojik fonksiyonda gii¢lii bir
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biyolojik modiilatér oldugu bilinmektedir. Yaslanma ile birlikte melatonin iiretiminin
azalmasi da yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rolii
oldugunu isaret etmektedir (Tuncer ve ark, 1998).

Melatonin, lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini kirmada C vitamini ve o-
tokoferolden 10 kat daha giiclii etkiye sahiptir (Beyer ve ark, 1998; Pahkla ve ark, 1998;
Mazepa ve ark, 2000; Alonso ve ark, 2006). Diger antioksidanlarin aksine ¢ok yiiksek
dozlarda kullanilsa da toksik bir etkisi yoktur.

Antioksidan enzimleri ~ Cenis intraseliler ~ FPro-oksidatif
urarr dagilim giisterir en=imleri inhibe eder

Reaktif Oksijen Tirlerini ‘\ T /

Detolksifive eder . Fro-inflamatuvar
i ¥~ MELATONIN __w st okinleri ve adezyon
0

moleldillerind azaltir

Reeaktif Mitrojen Tiirlerini O A
4+—H.C NH
Deetolksifive eder : CH,
/ l + \‘
. . Olc=zidatif fosforilazyron
Tium fizyolojik Hiicre zarlanm kotur etlinlitind artrr

bariverlerden geger

Sekil 8. Melatoninin antioksidan fonksiyonu (Reiter, 2000)

2.2.1.2.15. Metiyonin

Metiyonin; insanlar ve hayvanlar tarafindan sentezlenemedigi i¢in ekzojen olarak
alimmasi gereken, apolar ve esansiyel bir aminoasittir (Ensminger, 1990; Stryer, 1995,
Grimble, 2006).

Metiyonin viicuttan toksinlerin atilmasina yardim eden ve karacigerde yag
toplanmasina engel olarak karacigerin diizgiin ¢caligmasini saglayan lipotropik bir aminoasittir.
Viicutta dogal antioksidan olarak bulunan glutatyonun {iiretiminde kullanilan siilfiirii igerir.
Ayrica sistein ve taurin gibi, siilfiir iceren, viicuttan toksinlerin atilmasimi saglayan, saglikli
dokularin olusturulmasi ve kalp sagligl icin 6nemli aminoasitlerin iiretimi i¢in metiyonin
gereklidir. Ayrica metiyonin, toksik olan asetaldehidin diizeyini diisiirerek alkoliin zararh
etkilerini azaltir (Amanvermez ve ark, 2008).

Metiyonin, kaslarda bulunan, kaslarin hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi saglamasinda

gorevli, kisa ve yogun antrenmanlarda performansi artiran kreatinin iiretiminde de yer alir.
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Kreatin biitiin kaslar i¢in gerekli oldugu gibi kalp kaslarinin normal g¢alismasi ve dolagim
sisteminin sagligi icin de gereklidir (Wassef ve ark, 2007).

Parkinson hastalarinda yapilan calismalarda metiyoninin indirgenme yiikseltgenme
reaksiyonlarina bagli olarak katalitik etki yaratmasi ve hiicreleri oksidatif hasara karsi

korumasi nedeniyle tedaviye katkida bulunabilecegi gosterilmistir (Wassef ve ark, 2007).

2.3. Yaslanma ve Antioksidanlar

Yaslanma; bir sistemin fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlardan kaynaklanan
ekzojen ve endojen stres faktorlerine karsi cevap verme yetisinde azalma ile karakterize, ¢ok
yonlii ve zamana bagimli ¢esitli fizyolojik islevlerdeki gerileme ile kendini gosteren biyolojik
bir siirectir (Tiizilin ve Dolar, 2005).

Tiim canli varliklarda, yaslanma siireci yipranma ve bozulma ile birlikte ilerlese de
onarim ve yeniden yapim mekanizmalar1 da bu siireg icerisinde sekillenmeye devam eder.
(Duyar ve ark, 2008). Bu siireg; tiim canlilarda yas ilerledik¢e molekiil, hiicre, doku, organ ve
organ sistemleri diizeyinde kendini gosterir. Canlinin hayata baslamasiyla birlikte gelismesi,
kendini yenilemesi, hareket etmesi, liremesi, metabolik olaylar1 gibi hayati fonksiyonlarinda
gerileme hatta fonksiyon kaybiyla karsimiza ¢ikar ve 6liimle son bulur. Yaslanmanin kendini
belli etme ve ilerleme hizinin farkl tiirlerde, ayni tiirdeki farkli canlilarda, bir organizmanin
dokularinda, dokudaki hiicre tiplerinde ve hiicredeki makromolekiillerde olduk¢a degiskenlik
gosterdigi saptanmistir (Burcak ve Andican, 2004; Vina ve ark, 2007).

Yaslanmay: etkileyen faktorleri belirlemeye yonelik ¢ok sayida klinik ve laboratuvar
caligmas1 yapilmistir. Bu arastirmalar sonucunda yaslanmanin tek bir faktdre bagl olmadigi,
kalitsal ve cevresel faktorlerle yasam tarzinin bir bileskesi olarak gergeklestigi kabul
edilmistir. Yaslanmada, genetik yap1 basta olmak iizere beslenme ve egzersiz aliskanligi,
sigara, alkol kullanimi gibi yasam stili ile ilgili etkenler, stres, serbest oksijen radikalleri,
antioksidanlar gibi bazi molekiillerin organizmadaki diizeyi, hipertansiyon ve diyabet gibi
kronik hastaliklarin varligit olmak {tizere birgok faktoriin etkili oldugu belirlenmistir
(Medvedev, 1990; Rattan, 2006).

Canlilarin yaslanma siireglerine yonelik bir¢ok teori ortaya atilmistir (Medvedev,
1990). Bu teorileri i¢ ve dis etkenler olarak iki ayr1 siniflandirma yapmak miimkiindiir. I¢
etkenler; yaslanmanin kalitsal olarak programlanmis gelisimsel mekanizmayla kontrol edilen

boliimiinii olusturur. Bu teorilerden bazilar1 uzun yasam genleri teorisi, noroendokrin teori,
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immunolojik teori, hiicresel yaslilik teorisi, hiicre 6liimi teorisidir (Jazwinski, 2000). Dis
etkenler ise; rastlantisal olarak canli molekiillerde olugsan hatalarin hepsinin yasliligin
gelisimine neden oldugunu savunur. Olusan bu hatalarin yarattig1 hasarlar birikerek fizyolojik
aktiviteyi azaltir. Buna yonelik teoriler arasinda; somatik mutasyon ve DNA tamir teorileri,
Oliimciil hata teorisi, proteinlerin degisiklige ugramasi teorisi ve serbest radikal teorisi
bulunmaktadir (Levine, 1996)

Yaslanma konusunda ortaya atilan bu teoriler arasinda, serbest radikal teorisi en fazla
kabul goren ve en ¢ok arastirilan teoridir. 1956 yilinda Harman yasla birlikte hiicre ve
dokularda biriken bazi degisikliklerin hastalik ve 6liim riskini arttirdigini sdylerken, yaslanma
stirecinin iki onemli faktorii olan biyolojik fonksiyonlar ve strese direncteki azalma ile
hastalik egilimdeki artisa dikkat ¢ekerek serbest radikal teorisini ortaya atmistir (Beckman ve
Ames, 1998). Bu teori ile biitiin canlilarin yaslanmasindan sorumlu olan faktérlerin genetik
ve gevre ile ilgili oldugunu savunmustur. Buna gore yaslanma ve ona bagl olarak ortaya
cikan dejeneratif hastaliklar, serbest radikallerin hiicre bilesenleri ve bag dokusuna yaptigi
saldirilarin bir sonucudur (Arnal ve ark, 1996; Tirlapur ve ark, 2001; Krasnovsky ve ark,
2003; King ve ark, 2004; Uysal, 2010).

Yas ilerledikce oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge oksidanlar lehine
bozulur ve oksidatif hasar sekillenir. Bu hasar; hiicrelerin biiylime ve gelisme
fonksiyonlarindaki bozulma ile kendini gosterirken; kanser ve ateroskleroz gibi hastaliklara
da neden olabilir. Son olarak ise 6liim ile kendini gdsterir (Arnal ve ark, 1996; Tirlapur ve
ark, 2001; Krasnovsky ve ark, 2003; King ve ark, 2004; Uysal, 2010).

Yapilan ¢aligmalarla, yaslanmaya kars1 ve yaslanmayi geciktirmeye yonelik olarak
kullanilan anti-aging uygulamalar da artmustir. Bu calismalarla viicudun bir biitiin olarak
orantili ve saglikli yaslanmasi istenirken; yaslanmayr da olabildigince yavaslatmak
hedeflenmistir. Diyet kisitlamasi, viicutta daha fazla antioksidan iiretimini saglayacak gen
tedavileri, daha fazla antioksidan igeren genetik olarak iiretilmis bitkiler, sentetik antioksidan
enzimler, antioksidanlardan zenginlestirilmis gidalar tiiketilmesi bu amacglara yonelik
alternatifler arasinda sayilabilir. Dogru beslenmek, egzersiz, ¢evresel ve psikolojik streslerden
uzak durmak (¢evre sartlari, UV 1sinlari, alkol, sigara, diizensiz yasam) ile takviye edilen anti-
aging uygulamalar en dogru adimlarla yaslanmaya direnme yolu olarak belirlenmistir (Yu,
1996; Percival, 1998; Adachi ve Ishii, 2000; Borek, 2001; Dykens, 2001; Bokov ve ark,
2004;).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

Calismada; Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kliniklerine as1
amaciyla getirilen ve veteriner hekim kontroliindeki Aydin-Didim Belediyesi Kopek
Barinaginda bulunan, i¢-dis parazit muayeneleri yapilmis, klinik olarak saglikli, farkli yas
gruplarindan olan toplam 37 kopek kullanildi. Yaslar1 0-3 yas araliginda bulunan 13 adet disi
geng kopek ile 9 adet erkek genc¢ kopek geng grup olarak belirlendi. 6 yas tstii kopeklerden
ise 7 adet disi yaslt kopek ile 8 adet erkek yash kopekten yash grup olusturuldu. Calismaya
baslamadan énce Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulundan
14.08.2015 tarih ve 2015/082 sayil1 etik kurul karar1 ile onay alindi.

Kan oOrnekleri, calismaya dahil edilen kopeklerin 6n bacaklarinda bulunan Vena
Cephalica Antebrachii’ den, etik kurallara uygun sekilde heparinli tiip ve serum tiipii olmak
lizere 2 ayn tiipe, yaklasik 3’er ml alindi. Analizler Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan; distile su cihazi (Niive), spektrofotometre (UV-
1601 Shimadzu Corporation, Avusturalya), etiiv (Memmert), pH metre (Hanna Instrument),
sogutmal1 santrifiij (Nuve), manyetik karistiric1 (Velp Scientifica), su banyosu (Niive), -80°C
derin dondurucu (Nuaire), +4 buzdolab: (Indesit) analitik terazi (Denver Instrument), ELISA
okuyucusu (Optic Ivymen System 2100-C, Ispanya)-¢alkalayicisi (Insel Hamble SO38DH,

Ingiltere) otomatik pipetler ve gesitli cam malzemeler kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak; Triklorasetik Asit (C,HCI;0,, Sigma
Aldrich), Tiyobarbitiirik Asit (C4H402N,S, EMD Millipore Corporation), Absolut Etanol
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(C2HsOH, MERCK), n-Butanol (C4H100, Sigma-Aldrich), Metafosforik asit (H3PO,, Sigma-
Aldrich), Etilendiamintetraasetik asit (C10H14N2Na,Os, EMD Millipore Corporation),
Sodyum kloriir (NaCl, EMD Millipore Corporation), Disodyumhidrojen fosfat (Na;HPOy,
EMD Millipore Corporation), Dinitrobenzoik Asit (C;H4O¢N, Sigma-Aldrich), Sodyum
Sitrat (CgHsNazO;, EMD Millipore Corporation), p-Fenilendiamin (C¢HgN,, Sigma), Asetik
Asit (CoH40,, Sigma-Aldrich), Sodyum Asetat (CH;COONa, EMD Millipore Corporation),
Sodyum Azid (NaNs, Aldrich), Kloroform (CHCI;, Sigma-Aldrich), Ksantin (2,6
dihydroxypurine, Sigma), Sodyum hidroksit (NaOH, Merck) Ksantinoksidaz enzim (20U/ml)
(Sigma), Amonyum siilfat ((NH4),SO4  Sigma-Aldrich), Nitroblue tetrazolium
(C40H30CI2N1006, Sigma-Aldrich), Sodyum karbonat (Na,COs, Sigma-Aldrich), Bakir (II)
kloriir (CuCl,, Carlo Erba), Potasyumklorir (KCl, EMD Millipore Corporation),
Potasyumdihidrojen, fosfat (KH,PO,4 Carlo Erba), Potasyumferriyosiyaniir (KzsFe(CN)s, EMD
Millipore Corporation), Potasyum siyaniir (KCN, EMD Millipore Corporation), Sodyum
hidrojen karbonat (NaHCO3, EMD Millipore Corporation), Koenzim Qo ELISA Kit (Kopek,
Bioassay Technology Lab., EO155Ca) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Serum orneklerinin hazirlanmasi:

Tim hayvanlardan alinan kan ornekleri; 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten

sonra serum Ornekleri ependorflara konuldu ve analiz yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2. Eritrosit Hemolizatinin Hazirlanmasi:

Enzim analizleri i¢in kullanilan eritrositlerin hazirlanmasinda Winternbourn (1975)
tarafindan bildirilen yontemden faydalanildi.
Kullanilan Ayiraglar:
Salin fosfat tampon cozeltisi (PBS): 8,06g Sodyum kloriir (NaCl) (138mM), 0,201g
Potasyum kloriir (KCI) (2,7mM), 0,2g Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (1,47mM), 1,159
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) (8,1mM) bir beherde ¢oziildiikten sonra bidistile su ile

bir litreye tamamland1 ve pH’s1 7,4’e ayarlandi.
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Testin Yapihsi:

Heparinli tliplere alinan kan ornekleri 6nce 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Ustteki plazma ve ldkosit tabakasi otomatik pipetle alinip uzaklastirildiktan sonra, tiipiin
dibine ¢okmiis olan eritrositler pastor pipeti yardimiyla PBS ile ii¢ kez yikandi. Her defasinda
5’er dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Son yikama ve santrifiij sonrasi tiipte bulunan
eritrositlerden 0,4 ml alinip 1,5ml hacmindeki kapakli polietilen tiiplere aktarildi. Uzerlerine
ayn1 miktar PBS ilave edilerek tiipler alt iist edildi ve analiz yapilincaya kadar derin

dondurucuda -20°C’de sakland:.

3.2.3. Eritrosit Hemolizatinda Hemoglobin Diizeyi Ol¢iimii

Enzim  aktivitelerinin  hesaplanmasinda  kullanilan  hemoglobin  diizeyleri
ferrosiyanomethemoglobin metoduyla 6l¢iildi (Tietz, 1987).

Testin Prensibi:

Hemoglobindeki Fe*?, ferrisiyaniir ile Fe*® e oksitlenir ve Potasyumsiyaniir
eklenmesiyle stabil siyanmethemoglobine doniislir. Siyanmethemoglobinin 540 nm’de
ol¢iilen absorbans1 hemoglobin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan ayiraclar:

Drabkin Cézeltisi: 0,198g Potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)s), 0,052g Potasyum siyaniir
(KCN), 1g Sodyum hidrojenkarbonat (NaHCO3) 1 litre bidistile suda ¢6ziilerek hazirlandi.
Testin Yapihsi:

Bir deney tiipiine Sml Drabkin ¢ozeltisi konulduktan sonra, 20ul eritrosit hemolizati
eklendi. Iyice karistirildi ve 10 dakika bekletilerek; spektrofotometrede Drabkin ¢ozeltisine
kars1 540 nm dalga boyunda okundu.

Hesaplanmasi:
Elde edilen absorbanslarin karsilik geldigi hemoglobin konsantrasyonlari asagidaki formiilden

yararlanilarak hesaplandi:

Absorbans x Hb standardinin konsantrasyonu x Diliisyon faktorii

Hb konsantrasyonu =
(g/dI) Hb standardinin absorbansi x 1000
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3.2.4. Plazma Malondialdehit Diizeyi Olciimii

Plazma malondialdehit diizeyi 6l¢iimiinde Yoshioko ve ark (1979) tarafindan bildirilen
yontem kullanildi.
Testin Prensibi:

Tiyobarbiitirik asit tepkimesinde; lipid igerik diisiik pH’da, Tiyobarbiitirik asit
varliginda 1sitilarak 532—535 nm’de maksimum pik olusturan stabil kirmizi-pembe renk elde
edilir. Bu rengi; maloldialdehit (MDA) molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu
olusan kromojen verir. MDA’ nin bir kism1 peroksidasyon sirasinda agiga ¢ikarken, biiyiik
cogunlugu ortam asitlestirildikten sonra uygulanan isitma asamasinda lipit peroksitlerin
yikimi ile meydana gelir.

Kullanilan Ayiraglar:

%20 Triklorasetik Asit: 200g Triklorasetik asit (Co,HCI30,) bidistile su ile ¢oziilerek hacim
bir litreye tamamlandi.

%0,67 Tiyobarbiitirik asit: 1,675g Tiyobarbiitirik asit (TBA) (4,6-Dihidroksi—2—
tiyoprimidin) bidistile suda ¢oziilerek hacim 250ml’ye tamamlanda.

Tetraetoksipropan standart c¢ozeltisi (20mmol/L): 0,494ml Tetraetoksipropan (C;1H2404)
100ml absolut etanolde eritilerek 20mmol/L’ lik stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltiden 0,1ml alinarak tridistile su ile 100ml’ye tamamlandi ve 20umol/L’lik calisma
standart ¢Ozeltisi elde edildi.

n-butanol

Testin Yapihsi:

Kor ve test olarak belirlenen iki tane kapakli deney tiipii alindi. Ilk olarak test tiipiine
0,5 ml plazma konuldu. Kor tiipline 3ml, test tiipiine 2,5ml % 20’lik TCAA ilave edildi. Her
iki tiipe de 1’er ml TBA eklenildi ve agizlar1 kapatildiktan sonra 30 dakika kaynar su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitince tiipler buz banyosunda hemen
sogutuldu. Uzerine 4° er ml n-biitanol konularak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha
sonra n-biitanol tabakasi bagka bir tlipe alinarak, spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda
kore kars1 okundu.

Hesaplanmasi:

20umol/L’ lik tetraetoksipropan ¢alisma standart ¢ozeltisi ile 1, 2, 4, 5, 10umol/L’lik

dilusyonlar hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak MDA

degerleri pmol/L olarak verildi.
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3.2.5. Eritrosit Hemolizatinda Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit hemolizatlarinda siiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve ark (1988) tarafindan
gelistirilen yontem ile 6l¢iildii.
Testin Prensibi:

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyon ile iretilen siiperoksit radikallerinin,
ornekteki SOD tarafindan ortamdaki nitrobluetetrazolium’ u indirgemesinin engellenmesi
esasina dayanir. Yontemde siiperoksit radikali {iretimi ksantin-ksantin oksidaz enzimatik
reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde iretilen siiperoksit radikallerinin, NBT ile reaksiyona
girerek bu maddeyi indirgemesi sonunda maksimum absorbansini 560 nm’de veren formazon
olusur. Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen radikalleri dismutasyona ugratmasi oraninda,
NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve sonugta spektrofotometrede okunan absorbans
degerleri diiser. Dolayisiyla formazon olusumunun inhibisyonunun tayin edilmesiyle SOD
miktart indirekt olarak saptanir.

Kullanilan ayiraclar:

Kloroform

Absolut Etanol

Ksantin stok c¢ozeltisi (3mmol/L): 23mg Ksantin (CsHsN4O2) 50ml’lik balon jojeye alinarak,
5ml 0,1N NaOH ile ¢6ziildi ve distile su ile hacim 50ml’ ye tamamlandi. +4°C’ de saklandi.
Cozelti kullanilirken 10 kat seyreltildi.

Ksantin oksidaz enzim c¢ozeltisi: 20U/ml aktiviteye sahip Ksantin oksidaz enzim
cozeltisinden 20umol alinarak 2ml 2M Amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

Disodyum EDTA (0,6mmol/1): 0,233g EDTA bidistile su ile ¢oziilerek hacim 1 litreye
tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

Nitroblue tetrazolium coézeltisi (0,15 mmol/L): 30,75mg NBT tridistile su ile ¢oziilerek
hacim 250ml’ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (400 mmol/L): 10,59 Sodyum karbonat (Na,CQO3) bidistile su ile
coziilerek hacim 250ml ’ye tamamlandi ve +4 °C’ de sakland.

Sigir albiimini cozeltisi (1,0g/L): 100mg Sigir albiimini bidistlie suda ¢oziilerek hacim
100ml’ye tamamland1 ve +4°C’ de saklandi.

Bakar Kkloriir cozeltisi (0,8mmol/L): 26,75mg Bakirkloriir (CuCly) bidistile su ile ¢oziildii.
Hacim 250ml’ ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

Amonyum siilfat c¢ozeltisi (2M): 26,4289 Amonyum siilfat ((NH4),SO,) bidistile su ile

coziilerek hacim 250ml’ye tamamlandi ve +4°C’ de saklandu.

37



Reaktif karisimi: 20 tiiplikk bir seri analiz i¢in 20ml 10 kat seyreltilmis Ksantin stok
¢ozeltisi, 10ml EDTA ¢6zeltisi, 10ml NBT ¢ozeltisi, 6ml Sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 3ml
Si1gir albiimiini ¢ozeltisi 100ml’ lik bir erlen igerisinde karistirildi.

Testin yapilisi:

Kor ve test isaretli 2 adet deney tiipii alindi. Her iki tiipe de 2,45ml’lik reaktif
karigimindan konuldu. Kor tiipiine 0,5ml bidistile su ilave edildi. Eritrosit hemolizatindan 1ml
almip tizerine 0,3ml Kloroform ve 0,5ml Etanol ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan berrak kisimdan 0,5ml alinarak test tiipiine konuldu. Daha sonra
tiiplere 50ul Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi konularak karistirildi. 20 dakika 25°C’lik su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 1ml CuCl, eklenerek reaksiyonun
durdurulmasi saglandi. Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda meydana gelen rengin
absorbans1 kore kars1 okundu.

Hesaplanmasi:
SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanilarak % inhibisyon
hesaplandi.

Koriin absorbansi - Testin absorbansi

% inhibisyon = x100

Kortin absorbansi

Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu %50 inhibe eden aktivite olarak kabul
edildiginden reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu iinite cinsinden hesapland1 ve

eritrositler i¢in U/g Hb olarak degerlendirildi.

3.2.6. Serum Seruloplazmin Diizeyi Ol¢iimii

Serum Seruloplazmin aktivitesi Sunderman ve Numato’ nun (1970) bildirdigi yontem
ile spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Testin Prensibi:

Seruloplazmin, p-fenilendiaminin oksidasyonunu katalize ederek mavi-viyole renkli
bir oksidasyon lriinii olusturur. Renkli {irliniin meydana gelme orani serum seruloplazmin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Kullanilan Ayiraglar:

Substrat c¢ozelti: 144mg p-fenilendiamin 100ml asetat tamponda eritildi. pH’ s1 5,6 olarak
ayarlandi.

Asetat tampon: 1,34ml Asetik asit ve 26,49 Sodyum asetat 1L distile suda eritildi. pH’s1 5,6
olarak ayarlandi.

Sodyum Azid: 3g/dl sodyum azid igerir.

Testin Yapihisi:
Kor Test
Sodyum azid 1ml -
Substrat 5mi 5mi
Test serumu 0,1ml 0,1ml
37 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi
Sodyum azid - iml

546 nm’ de distile suya kars1 kor ve test 6rneklerinin absorbanslar1 okundu.
Hesaplanmasi:

% mg Seruloplazmin =237%(A test — A kor)

3.2.7. Eritrosit Hemolizatinda Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii:

Eritrosit hemolizatlarinda glutatyon diizeyleri Beutler ve ark (1963)’ nin bildirdigi
yonteme gore Olciildii.
Testin Prensibi:

Heparinli kanin PBS ile hazirlanan hemolizatinda, GSH konsantrasyonu Beutler ve ark
(1963)’ nin klasik DTNB metodu dogrultusunda 5'S'-ditionitrobenzoik asit ile olusan renk
Olciiliir. Bu yontemde -SH tasimayan tiim proteinler ¢oktiirtilerek, elde edilen berrak sivida, -
SH gruplarinin DTNB ile olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda
kolorimetrik olarak ol¢iiliir.

Kullanilan Ayiraglar:
Presipitasyon soliisyonu: Bir beher i¢ine 1,67g Metafosforik asit, 0,2g EDTA, 30g NaCl

eklendikten sonra distile su ile 100ml’ ye tamamlandi.
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Fosfat soliisyonu: 0,3M Na,HPO, hazirlandi.
DTNB: 40mg DTNB; %1 Sodyum Sitrat hazirlandi.
Testin Yapihisi:

Analiz i¢in; kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Standart tiipe 200ul standart,
numune tiiptine 200ul 6rnek konulduktan sonra her iki tiipe 1,8ml saf su ve 3ml presipitasyon
soliisyonu eklendi. Kor tiipiine ise; 0,4ml saf su ve 0,6ml presipitasyon soliisyonu konuldu.
Hazirlanan karisgimlara siizme islemi uygulandiktan sonra siiziilen kisimlardan 1ml
stipernatant alindi1 ve tizerine 4ml fosfat soliisyonu ve 0,5ml DTNB (5-5’-dithiobis (2-nitro
benzoik asit) eklendikten sonra 412 nm’ de okundu. Sonuglar mg/dl kan olarak hesaplandi
(Beutler ve ark, 1963).

Hesaplanmasi:

GSH diizeyi (%omg) mg/dl kan = (Num. Absorbans1 x 40mg) / St. Absorbansi

3.2.8. Serum Koenzim Qo Diizeyi Ol¢iimii

Kopek Koenzim Qo Elisa ticari Kit (Bioassay Technology Laboratory, Cat No:
E0155Ca) ile manuel olarak ELISA cihazinda calisildi.

Testin Prensibi:

Bu kit; kopeklerde koenzim Qio’u (CoQip) analiz etmek i¢in kullanilan, biyotin ¢ift
antikor sandvi¢ teknolojisine dayali bir yontemdir. Mikroplakada hazir olarak monoklonal
Koenzim Q1o (CoQip) antikoru ile kaplanmis kuyucuklar bulunur. Kuyucuklara eklenen
ornekler ve standartlar HRP-konjugat koenzim Qip ve Qio’a spesifik antikor ile muamele
edilerek inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis enzimler yikama islemi ile
uzaklastirilir. Substrat soliisyonlar1 eklenir. Reaksiyonu durdurmak icin eklenen asidin
etkisiyle mavi renk sariya doner. Cozeltinin verdigi renkler ile kdpek Koenzim Qjio’un

(CoQ1p) konsantrasyonu pozitif yonde iligkilidir.

Analiz arahgi: 2ng/ml — 160ng/ml olarak hazirlanir. Duyarliligi 0,23ng/ml.
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Testin Yapihsi:

100ng/mi Standart no 5 120ul orijinal standart + 120ul standart dilusyonu
50ng/ml Standart no 4 120ul Standart no 5 + 120ul standart dilusyonu
25ng/ml Standart no 3 120ul Standart no 4 + 120ul standart dilusyonu
12,5ng/ml Standart no 2 120ul Standart no 3 + 120l standart dilusyonu
6,25ng/ml Standart no 1 120ul Standart no 2 + 120ul standart dilusyonu
STANDART S5 S4 S3 S2 S1
200ng/ml 100ng/ml 50ng/mi 25ng/ml 12,5ng/ml 6,25ng/ml

. Standart grafiginin olusturulmas: i¢in kuyucuklara 50ul standart ve 50ul HRP-
konjugat eklendi.

. Omneklerin koenzim Q1o miktarlarini belirlemek icin kuyucuga 40ul 6rnek eklendi ve
10ul CoQqp antikorlart ile 50ul HRP-konjugat eklenerek, orbital karistiricida 200 rpm’
de 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

. Her bir kuyucuk yikama ¢ozeltisi ile (yaklagik 200ul) doldurularak 30 saniye
beklendikten sonra hafif¢e calkalandi. Bu islem 5 kez tekrarlandi. En son yikamadan
sonra kalan yikama ¢6zeltisi tiim kuyucuklardan uzaklastirildi.

. Ornek ve standartlarin bulundugu kuyucuklara 50ul substrat A ve 50ul substrat B ilave
edilip karistirildiktan sonra 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

. Reaksiyonu durdurmak i¢in her hazneye 50l stop soliisyonu pipetlendi.

. Ornek ve standartlarin optik dansitesi substrat A, substrat B ve stop soliisyonu igeren
kore kars1 10 dakika i¢inde mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okundu.

. Standartlarin konsantrasyonlar1 OD degerlerine karsi lineer regresyon analizinden
yararlanilarak grafigi olusturuldu ve denklemi hesaplandi. Orneklerin OD degerleri

denklemden yararlanilarak ng/ml olarak hesaplandi.

Hesaplanmasi:

Sonuglar standart egriden faydalanilarak hesaplandi ve ng/ml olarak verildi.

istatiksel Analiz

Elde edilen bulgularin analizi SPSS 21 (Statistical Package for the Social Sciences)

programi1 yardimiyla gerceklestirildi. Bagimsiz ornekleme testi ile (Independent Samples
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Test) istatiksel agidan farklarinin anlamli olup olmadigi ve 6nemlilik diizeyleri saptandi.

p<0,05 altindaki degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen saglikli, disi ve erkek kopeklere ait kan 6rneklerinde plazma
MDA, eritrosit SOD aktivitesi, serum seruloplazmin, eritrosit glutatyon ve serum koenzim

Q1o diizeyleri ile t-testi sonuglart Tablo 8 ve Tablo 9° da gosterilmistir.

Tablo 8. Disi kopeklere ait MDA, SOD, seruloplazmin, glutatyon ve koenzim Qg diizeyleri

DiSI KOPEKLER
Gruplar n X+Sx p
MDA Geng Grup 13 24,26 + 1,20 p <0,05
(umol/L) Yaslt Grup 7 33,46 2,39
SOD Geng Grup 13 4,83 +£0,25 p > 0,05
(U/g Hb) Yaslt Grup 7 5,39+0,71
Seruloplazmin Geng Grup 13 20,29 +£2,32 p > 0,05
(mg/dl) Yaslt Grup 7 24,38 + 3,66
Glutatyon Geng Grup 13 67,30 + 8,66 p > 0,05
(mg/dl) Yaslt Grup 7 54,66 + 9,85
Koenzim Q1o Geng Grup 13 89,91+ 7,56 p < 0,05
(ng/ml) Yaslt Grup 7 58,30+ 10,94

Analiz sonuglarina gore plazma MDA diizeyleri geng ve yash disi kopeklerde sirasi ile
ortalama 24,26+1,20umol/L ve ortalama 33,46+2,39umol/L olarak olgiildi. Sonuglar
arasindaki farkin istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu gozlendi.

Geng ve yash disi kopeklerde eritrosit siiperoksit dismutaz aktivitesi sirast ile ortalama
4,83+0,25U/g Hb ve ortalama 5,39+0,71U/g Hb olarak 6l¢iiliirken, artis orani istatiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05 ).

Serum seruloplazmin diizeyleri gen¢ ve yash disi kopeklerde sirasi ile ortalama
20,29+2,32mg/dl ve ortalama 24,38+3,66mg/dl olarak o6lgiildii. Gergeklestirilen istatiksel
analizde anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05).

Eritrosit glutatyon diizeylerinin yash disi kopeklerde daha diisiik oldugunun

gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). Geng disi
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kopeklerde eritrosit glutatyon diizeyi ortalama 67,30+8,66mg/dl olarak hesaplanirken, yaslh
disi kopeklerde ortalama 54,66+9,85mg/dl dir.

Serum koenzim Qi seviyesi, geng disi kopeklerde ortalama 89,91+7,56ng/ml ve yash
disi kopeklerde ortalama 58,30+0,94ng/ml olarak &l¢iildii. Istatistiksel analiz sonuglarina gore
yash disi kopeklerin serum koenzim Qg seviyesi geng disi kopeklerden p<0,05 diizeyinde

onemli derecede daha diistiktiir.

Tablo 9. Erkek kopeklere ait MDA, SOD, seruloplazmin, glutatyon ve koenzim Qg diizeyleri

ERKEK KOPEKLER
Gruplar n X+Sx p
MDA Geng Grup 9 2485+194 p <0,05
(umol/L) Yaslt Grup 8 40,24 £ 6,25
SOD Geng Grup 9 5,54 + 0,37 p< 0,05
(U/g Hb) Yaslt Grup 8 7,37 £ 0,61
Seruloplazmin Geng Grup 9 15,71 +£1,98 p > 0,05
(mg/dl) Yaslt Grup 8 21,21 +3,31
Glutatyon Geng Grup 9 64,33+ 7,35 p < 0,05
(mg/dl) Yaslt Grup 8 41,23 + 5,54
Koenzim Qo Geng Grup 9 97,42+ 11,65 p <0,05
(ng/ml) Yaslt Grup 8 60,74 +£12,37

Analiz sonuglarina gore plazma MDA diizeyleri geng ve yash erkek kopeklerde sirasi
ile ortalama 24,85+1,94umol/L ve ortalama 40,24+6,25umol/L olarak olgtldii. Gruplar
arasindaki fark, istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli bulundu.

Eritrosit sliperoksit dismutaz aktivitesi geng¢ ve yash erkek kopeklerde sirasi ile
ortalama 5,54+0,37U/g Hb ve ortalama 7,37+0,61U/g Hb olarak olgiiliirken, artis oraninin
istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu saptandi.

Serum seruloplazmin diizeyleri geng erkek kopeklerde (15,71+1,98 mg/dl) yash erkek
kopeklere (21,21+3,31mg/dl) gore daha diisiik 6l¢iilmesine ragmen; sonuglar arasinda anlaml
bir farklilik bulunamadi (p>0,05).

Yaslh erkek kopeklerde eritrosit glutatyon diizeyleri, (41,23+5,54mg/dl) sadece geng
erkek kopeklere (64,33+7,35mg/dl) gore degil, aynm1 zamanda cinsiyete gore
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karsilastirildiginda, yash disi kopeklere (54,66+9,85mg/dl) gore de daha diisiik bulunmustur.
Sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. (p<0,05).

Yaslt erkek kopeklerin serum koenzim Qio diizeyi, gen¢ erkek kopeklere gore
istatistiksel olarak anlamli azalis gosterdi (p<0,05). Geng¢ erkek kopeklerde ortalama
97,42+11,65ng/ml, yash erkek kopeklerde ise ortalama 60,74+12,37 ng/ml koenzim Qi
diizeyi olgiildii.
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5. TARTISMA

Yaglanma, zamanin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan, viicudun molekiil, hiicre, doku, organ
ve sistemlerinde geriye doniisii olmayan yapisal ve iglevsel degisikliklerdir (Jazwinski, 2000;
Pelit ve Aydin, 2001; Gavrilov ve Gavrilova, 2002; Burcak ve Andican, 2004). Gergek
biyolojik yaslanma genetik 6zellikler ve ¢evre kosullarinin da etkisiyle bireysel olarak farkli
hizlarda olmaktadir (Gokge, 2000; Burcak ve Andican, 2004; Balaban ve ark, 2005).

Ger¢ek yaslanmayla viicudun g¢esitli  streslere ve degisen kosullara uyumu
azalmaktadir (Balaban ve ark, 2005; Demirol ve ark, 2006). Yaslanma fenomenini agiklamaya
calisan ¢ok sayidaki teoriler hem stokastik hem de programlanmis olaylar1 igeren iki ana
sinifta gruplanabilirler. 1k kategorideki bazi érnekler yaslanmayi negatif faktorlerin etkisine
baglayan teorileri icerir. Bu negatif faktorler arasinda serbest radikaller, metabolik hatali
sonuclar, DNA hasari, glikolizasyon veya c¢apraz baglanma sayilabilir (Kujoth ve ark, 2005;
Berneburg ve ark, 2006).

Viicut yaslanirken, oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin viicudu
etkileyebilecek diizeyde bir¢ok disfonksiyonel degisiklige yol agabilecegi goriisiine dayanan
serbest radikal teorisi en ¢ok destek goren yaslanma modelidir. Oldukga reaktif olan serbest
radikaller normalde hiicresel metabolizma sirasinda meydana geldikleri i¢in hipotetik olarak
zaman i¢inde birikip hiicresel fonksiyonlarda hatalara neden olabilirler (Harman, 1956; 1972)

Serbest radikallerin yaslanma siirecindeki rolli, bu siireci agiklayan temel
hipotezlerden biridir. En biiyiikk serbest radikal miktari, mitokondri, lizozom ve
peroksizomlarda hiicre metabolizmasit iiriinii olarak lretilirken bu organelleri c¢evreleyen
zarlar, hiicreleri kendinden iiretilen serbest radikallerden koruyabilir. Baz1 arastirmacilar,
yaslanma ile birlikte serbest radikal iiretiminin arttigim1 gostermistir (Sastre ve ark, 2002).
Farkli memeli tiirlerinin mitokondrisi lizerine yapilan diger calismalar, yag asidi zincirlerinin
uzunlugunun ve doymamishgmin yagla birlikte arttigini  diger bir deyisle, lipid
peroksidasyonuna kars1 daha diisiikk duyarliligin daha uzun 6miir i¢in bir dnkosul oldugunu
ortaya koymustur (Pamplona ve ark, 1998).

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit diizeyleri ile yas arasinda
pozitif korelasyon bildiren ¢ok sayida galisma vardir (Sakamoto ve ark, 1992; Sanderson ve
ark, 1995; Bhagwat, 1997; Coudray ve ark, 1997; Rondanelli ve ark,1997; Miquel ve ark,
1998; Biiyiikbas ve ark, 2000; Kasapoglu ve Ozben, 2001). Bununla birlikte plazma lipit
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peroksidasyon iirlinleriyle yas arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilemeyen caligsmalar
da vardir (Nielsen ve ark, 1997).

Yasa ek olarak, oksidatif durumdaki cinsiyet farkliliklarinin farkli tiirlerde var
oldugunu gosteren iyi kanitlar vardir. Fano ve ark (2001) yasa bagli DNA ve lipid
oksidasyonunun arttigin1 ve bunun da erkeklerde kadinlardan daha belirgin oldugunu
bildirmislerdir.

Erkek cinsiyeti iyi bilinen bir kardiyovaskiiler risk faktoriidiir ve bazi yazarlar,
kardiyovaskiiler riski, erkeklerde MDA gibi tiyobarbitiirik aside karsi reaktif maddelerin
yiiksek plazma seviyeleri ile iligkilendirir (Ide ve ark, 2002). Birgok tiirtin disileri erkeklerden
daha uzun yasar ve bunun nedeni kadinlarin mitokondriyasinda daha diisiik serbest radikal
olmasi olarak diistiniiliir (Sastre ve ark, 2002). Disilerde yasam siiresinin daha uzun olmasi,
antioksidanlarin gen ifadesinin artmasi ve kadinlarda mitokondriyanin daha diisiik oksidatif
hasara maruz kalmasma bagli olabilir (Borras ve ark, 2003). Ustelik 6strojenlerin giiclii
antioksidan 6zelliklerine dair kanitlar vardir (Tudus, 2000). Aynmi 6zellikler progesteron ve
testosteron i¢in karakteristik degildir (Barp ve ark, 2002).

Todorova ve ark (2005)’ nin farkli yas ve cinsiyetteki kedi ve kdpeklerde yaptiklar
calismadan elde edilen sonuglar, erkek kopeklerde plazmada MDA konsantrasyonlarinin
disilerden daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ayni sonug kedilerde bulunurken cinsiyet
farkliliklar1 daha belirgin bulunmustur. SOD aktivitesi, iki cinsiyet arasinda herhangi bir
farklilhik gostermezken kedilerde sadece CAT degerleri erkeklerde disilerden daha diisiik
saptanmuistir.

Rikans ve Hornbrook (1997) geng, ergin ve yaslt Fischer si¢anlarini kullanarak, 4-5
aylik, 14-15 aylik, 26-29 aylik disi ve erkek calisma gruplari olusturmus ve bu sicanlarin
karacigerlerinden elde ettigi hiicre homojenatlarinda yaslanmaya ve cinsiyete bagl olarak lipit
peroksidasyonu ve antioksidan savunmada meydana gelen degisimleri gozlemlemislerdir.
Calismanin sonucunda erkek bireylerde yaslanmaya bagli olarak MDA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli olan 6nemli bir artis gézlenmistir. GSH konsantrasyonunun ise her
iki cinsiyette de yaslanma ile degismedigi sonucunu elde etmislerdir.

Kopek ve kedilerdeki oksidatif stres parametrelerinin referans degerleri icin veriler
olduke¢a smirli ve celiskilidir (Freeman ve ark, 1999). Oksidatif durum degiskendir ve farkl
faktorlerin etkisi ile degistirilebilir. Egzersiz sirasinda bile oksidatif stres provoke edilir ve
antioksidan kapasitesi azalir (Marshall ve ark, 2002). Normal sartlarda, serbest radikal
olusumundaki en biiyiik etki yastir. MDA konsantrasyonlarinin yaslt kdpeklerde daha yiiksek
oldugu ayni zamanda; GSH-Px ve SOD aktivitesinin iki katina ¢iktig1 gosterilmistir
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(Vajdovich ve ark, 1997). Bizim ¢alismamizda da plazma MDA diizeyleri her iki cinsiyette de
yagli kopeklerde daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Serbest radikallerin uzaklagtirilmasi ve hasarin tamiri i¢in organizmada enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar bulunmaktadir. Stiperoksit dismutaz enzimi de
bunlardan birisidir ve siiperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalize eder (Chance ve ark, 1979).

Tolmasoff ve ark (1980) farkli hayvan tiirlerinin (6rnegin; fare, rat, tavsan, domuz, at,
inek, kopek, kedi) karaciger, beyin ve kalbinde SOD aktivitesi ile maksimum yasam siiresi
arasinda Onemli iliskiler bulmuslardir. Bu sonuclar uzun Omiirlii tiirlerin metabolizma
hizlarinin yavas, SOD enzimsel savunma sisteminin ise yiiksek oldugunu gostermistir. Ancak
biitiin tiirler i¢in bu iligskinin dogrulugu tartigmalidir.

Sohal ve ark (2002) maksimum omiirleri 3,5-20 yil arasinda degisen gesitli memeli
tiirleri lizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarda, beyin dokusundaki SOD aktivitesi ile yasam
sliresi arasinda bir iliski kuramazken, karaciger ve kalp dokusunda bu enzim aktivitesi ile
yasam sliresi arasinda bir iligkinin varligmi tespit etmislerdir. SOD aktivitesindeki tiir
varyasyonlart muhtemelen gen regiilasyonundaki gelisim veya homeostatik dalgalanmalar
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.

Garcia-Arumi ve ark (1998) lenfositlerle yaptiklari bir ¢alismada; yash bireylerin
antioksidan savunma mekanizmalarinda yasla azalma goriilmedigini, buna karsilik protein
karbonil diizeylerindeki artisa bagli olarak oksidatif protein hasarinda artis goriildiiglini
bildirmislerdir.

Karasinekler iizerine yapilan bir calismada SOD, GSH sadece yaslilarda onemli
derecede diismektedir (Sohal ve ark, 1984).

Tian ve ark (1998) beyin, karaciger, bobrek ve kalp gibi farkli organlarda, yaslanma
stireci boyunca antioksidan enzim aktivitelerinde ve makromolekiiler oksidatif hasarda
meydana gelen degisimleri gozlemlemek icin yaptiklar1 calismada farkli yas gruplarindan (1,
6, 12, 18 ve 24 aylik) erkek sicanlar kullanmiglardir. 1 aylik grubun SOD ve Mn-SOD
aktivitesinin en diislik seviyede oldugu goriiliirken; ¢alismanin devaminda SOD ve Mn-SOD
aktiviteleri kalp ve bobrekte 6zellikle 6 ay grubuna gore 24 ay grubunda dnemli derecede
azalma gosterdigini, bu enzimlerin aktiviteleri yoniinden karaciger dokusunda yaslanmaya
bagli bir degisim gézlenmedigini bulmuslardir.

Farkli yastaki sicanlarda yapilan benzer arastirmalarda, yasa bagli olarak C ve E
antioksidan vitaminlerinin plazma seviyeleri ve SOD aktivitesi azalirken CAT aktivitesinde

artis gozlemlenmistir (De ve Durad, 1991).
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Ademoglu ve ark (2013) c¢alismalarinda 12 ve 24 aylik Wistar cinsi siganlarin
karaciger mitokondrilerinde yas ve cinsiyet ile iliskili olarak mangan siiperoksit dismutaz
(Mn-SOD) aktivitesi ile ekspresyonundaki ortaya c¢ikan degisikliklerin incelenmesini
amaclamiglardir. 12 ve 24 ayhk sicanlar karsilastinldiginda disi sicanlarin Mn-SOD
ekspresyonunun akrani olan erkek siganlara goére anlamli olarak yiliksek oldugu, karaciger
mitokondrilerinin oksidatif strese duyarliliginin ise daha az oldugu goriilmiistiir. Yas
ilerledikce iki cinsiyet arasinda Mn-SOD aktivitesi ve ekspresyon paterninde ortaya ¢ikan bu
degisikliklerin sadece Ostrojen etkisi ile agiklanamayacagi, baska faktorlerin de katkisinin
oldugu sonucuna varilmistir.

Calismalarin ¢ogunda insan eritrositlerinde yasla iligkili olarak SOD aktivitesindeki
azalma oldukga sabit goriinmektedir (Ceballos-Picot ve ark, 1992; Andersen ve ark, 1997;
Bolzan ve ark, 1997; Inal ve ark, 2001). Ancak bazi arastirmacilar, SOD aktivitesinde yasa
bagli anlamli bir fark tespit etmezken (Mendoza-Nunez ve ark, 2007; Hiibner-Wozniak ve
ark, 2011), bazilar1 eritrosit SOD aktivitesinde yasla iliskili bir artis bildirmislerdir
(Kasapoglu ve Ozben, 2001).

Antioksidan parametrelerin (TAC, SOD, GSH-Px) konsantrasyonu ile yaslanmaya
bagli sekillenen oksidatif hasar arasindaki korelasyon, bu parametrelerin cinsiyete bagl
farkliliklar1 oldugunu insanlarda yapilan c¢aligmayla ortaya koymustur (Aejmelaeus ve ark,
1997; Pandey ve Rizvi, 2010; Giergiel ve ark, 2012). Ancak kopekler i¢in bildirilen ¢ok az
sayida ¢alisma vardir. Bunlardan biri Tomsic ve ark, (2016)’ nin saglikli kopeklerde yas ve
cinsiyetin antioksidan parametreler iizerine olan etkisini arastirdiklart ¢aligmadir. Bu
caligmada SOD aktivitesi yasa bagli olarak her iki cinsiyette de lineer artis gosterirken
cinsiyetler arasi farka rastlanmamistir. Bu sonug bizim bulgularimiz ile uyumludur.

Vajdovich ve ark (1997) yash kopeklerde, geng kopeklere gore onemli derecede
yiiksek eritrosit SOD aktivitesi bildirmistir. Yash hayvanlarda bu antioksidan enzimin artmis
aktivitesi, ileri yaslarda yiliksek ROS seviyeleri i¢in telafi edici bir mekanizma gibi
goriinmektedir.

Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin steroid hormonlarin kontrolii altinda oldugunu
gosteren kanitlar vardir; bu sadece yasa bagli degil ayn1 zamanda cinsiyete bagl degisiklikleri
de acgiklayabilir. Ostrojen hormonunun kendisinin de antioksidan olduguna dair literatiir
kaynaklar1 bulunmaktadir ki bu da bu farkliliklarin nedeni olabilir (Giergiel ve ark, 2012).
Bununla birlikte, insan ¢alismalari, saglikli bireylerin kan Orneklerinde saptanan SOD

aktivitesinde cinsiyete bagli farkliliklara iligkin tartigmali bulgulari ortaya koymustur
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(Ceballos-Picot ve ark, 1992; Bolzan ve ark, 1997; Mendoza-Nunez ve ark, 2007; Giergiel ve
ark, 2012).

Calismamizda saglikli kopeklerde erkek ve disi kopekler arasinda SOD aktivitesinde
onemli bir fark olmadigimi gozlemledik. Benzer sekilde, Todorova ve ark (2005) saglikli
kopeklerde SOD aktivitesinde cinsiyete bagl herhangi bir farklilik olmadigini bildirmislerdir.
Vajdovich ve ark (1997) da geng disi ve erkek kopekler arasinda SOD aktivitesinde onemli
bir farklilik olmadigini belirtirken yagh erkek kdpeklerde belirgin sekilde daha yiiksek SOD
aktivitesi bulmuslardir.

Seruloplazmin ileri yastaki tipik bozukluklarla ortaya c¢ikan giderek artan stresli
kosullarla basa ¢ikmak igin gerekli bir proteindir. (Mezzetti ve ark, 1998; Malavolta ve ark,
2010) Seruloplazmin (Cp) onemli bir o-2-glikoprotein akut faz proteinidir. Inflamatuvar
durumlar sirasinda fagositik hiicrelerden salinan toksik oksijen metabolitlerinden konakgi
dokular1 korumada 6nemli bir rol oynar. Ek olarak, bakir transportu ve bakir iyonu tarafindan
uyarilan reaktif oksidan olusumunu inhibe eder. (Gruys ve ark, 1994; Ulutas, 2003;
Kahyaoglu, 2011)

Seruloplazmin, ferroksidaz yoluyla apo-transferrin baglanmasi i¢in Fe (II)’ nin Fe
(II)’ e dontigmesini katalize ederek demir homeostazinin énemli oranda diizenleyiciligini
yapar. Akut faz inflamatuvar yanit, organizmanin, enfeksiyon ve doku hasarinin neden oldugu
homeostazisindeki lokal veya sistemik bozukluklara karsi belirgin bir sistemik reaksiyonudur.
Akut faz cevap, serum seruloplazmin diizeylerinin yiikselmesine neden olur (Ceron ve ark,
2005).

Saglikli kisilerde farkli analitik teknikler kullanilarak olgiilen serum seruloplazmin
konsantrasyonlar1 disilerde erkeklere gore daha yiiksek bulunmustur (Cartwright ve ark, 1960;
Cox, 1966; Yunice ve ark, 1974). Yasla birlikte serum seruloplazmin diizeylerindeki
degisiklikler ¢ocukluk ve ergenlik déoneminde bildirilmis olsa da (Cox, 1966), yetiskinlerde
yasin serum seruloplazmin diizeylerine etkisini tanimlayan higbir bilgi ortaya ¢ikmamustir.

Denko ve Gabriel (1981) insanlarda yasla seruloplazmin iliskisini inceledikleri
caligmalarinda erkeklerin her yasta kadinlara gore diisiik seruloplazmin seviyelerine sahip
oldugunu ve 55 yas Ustli kadinlarda seruloplazmin diizeyinin Ostrojen hormonu azaligina
paralel arttigini bildirmislerdir.

Inoue ve ark (2013) 20-65 yas arasi farkli yas gruplarinda seruloplazmin diizeyleri
arasinda erkeklerde bir farka rastlamazken; kadinlarda yasa bagli olarak anlamli bir artis

bulmuslardir.

50



Ulutas ve ark (2017) saglikli Saanen ke¢i yavrularinda dogumu takiben yaptiklari
caligmada, seruloplazmin konsantrasyonlarini birinci haftada diisik bulurken 14. ve 28.
giinlerde anlamli sekilde arttigint gozlemlemisler ve serum bakir konsantrasyonlarina
bakilmaksizin, kolostrum alimmin birinci haftadan sonra yiiksek seruloplazmin
konsantrasyonlarinda bir rolii olabilecegi sonucuna varmislardir (Tabrizi ve ark, 2011).

Cu ve Cp’ nin yagla degisimi lizerine yapilan arastirmalar uzun yillardan beri
yiiriitiilmektedir. Farelerde ve insanlarda yapilan karsilagtirmali bir ¢alisma, C57BL/6J
farelerde 3 aydan 30 aya kadar sirasiyla Cu ve Cp’ nin bir kat ve iki kat arttigini bildirirken,
insanlarda 17 ila 98 yil arasinda bir degisiklik goriilmemistir (Massie ve ark, 1979). Son
yapilan calismalar Cu ve Cp’ nin yasla birlikte oOziirlilerde ya da hasta yaghlarda
artabilecegini disiindiirmektedir (Malavolta ve ark, 2015).

Literatiirde kopeklerde cesitli hastaliklar ve seruloplazmin diizeylerini inceleyen ¢ok
sayida calisma olmasina ragmen yasa bagli degisimini arastiran ¢aligmalara rastlanmamaistir.
Calismamizda serum seruloplazmin diizeyleri her iki cinsiyetteki gen¢ kopeklerde yaslilara
gore daha diisiik Ol¢lilmesine ragmen; sonuglar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi
(p>0,05).

Seruloplazminin toplam serum Cu’ nu yiiksek afinitesi ile %80-95° ini bagladigini goz
online alirsak, serumda artan Cu seviyelerinin karaciger dokularinda Cp’ nin artmis
transkripsiyonunun bir sonucu oldugu disiinilmektedir. Bu arada Cp’ nin karaciger
dokularindaki transkripsiyonunun, hiperoksik kosullarla degil, enflamasyonla giiclii bir
sekilde etkilenebildigi diisiiniilmektedir (Fleming ve ark, 1991). Bu nedenle, Cp stres tepki
mekanizmalar1 ile iretilmesine ragmen, hepatik seviyede hareket eden inflamatuvar
mediatorler, yasla iliskili bozukluklar sirasinda serumda seruloplazmin artisini belirleyen
baslica faktorler olabilir.

Hiicresel yaslanma siirecinde rol oynayan onemli bilesiklerden biri de tripeptit
(Sistein, Glutamat, ve Glisin) yapisindaki Glutatyondur (GSH) (Droge, 2002). Glutatyon,
hem 6nemli bir indirgeyici olarak E ve C vitaminlerini oksidasyondan korur, hem de GSH-Px
enziminin kofaktorii olarak oOnemli bir antioksidan etkinlik gosterir. Glutatyon’un ana
fonksiyonu, oksidatif ve peroksidatif zararlardan hiicreleri ve mitokondriyi korumaktir.

Samiec ve ark (1998)’ nin insan plazmasinda, Pansarasa ve ark (1999)’ nin insan
iskelet kasinda ve Kim ve ark (2002)’ nin rat plazmasinda yaptig1 calismalarda, yaslanmayla
birlikte GSH konsantrasyonunun énemli derecede diistiigli ve yaslandik¢a, viicudun glutatyon

liretim yeteneginin azaldig: bildirilmektedir.
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Gil ve ark (2006) yash kadinlarda GSH konsantrasyonlarinin daha geng¢ olanlara veya
erkeklere kiyasla daha diisiik oldugunu bildirirken Rizvi ve Maurya (2007) yaptiklar: ¢alisma
ile hiicre i¢i indirgenmis glutatyon ve membran siilfidril gruplarinda yasa bagli bir azalmay1
gostermistir.

Aydilek ve Simsek (2006) yaslanmanin kisraklarda plazma oksidan ve antioksidan
parametreler iizerine etkisini arastirdiklar1 calismalarinda yasgh kisraklarda plazma MDA
seviyesi artarken buna karsin GSH seviyesinde diisiis oldugunu belirtmiglerdir. E vitamini ve
-karoten gibi antioksidan maddelerin konsantrasyonlari, artan oksidatif stres karsisinda kendi
seviyelerini korumus, GSH-Px ve katalaz gibi enzimlerin ise adaptasyon cevabi olarak
aktivitelerinin arttigin1 gérmiislerdir.

Rikans ve Hornbrook (1997) yaptiklar1 ¢alismalarinda 4-5 aylik, 14-15 aylik, 26-29
aylik disi ve erkek calisma gruplart olusturmus ve bu sicanlarin karacigerlerinden elde
ettikleri hiicre homojenatlarinda yaslanmaya ve cinsiyete bagli olarak lipit peroksidasyonunda
ve antioksidan savunmada meydana gelen degisimleri gozlemlemislerdir. Calismanin
sonucunda erkek bireylerde yaslanmaya bagli olarak MDA seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli olan 6nemli bir artis gézlenmistir. GSH konsantrasyonunun ise her iki cinsiyette de
yaslanma ile degismedigi sonucunu elde etmislerdir.

Todorova ve ark (2005) yash kopeklerde genglere gore daha diisik GSH diizeyleri
Olcerken bu azalista cinsiyete bagh farkliliklar bulmuslardir (erkeklerde %43, kadinlarda %9
azalma). Bu nedenle, yash kopeklerin, 6zellikle de erkeklerin, serbest radikallerin ve lipit
peroksidasyonunun daha zararl etkilerine maruz kaldiklarini1 savunmuslardir.

Calismamizda yash disi kopeklerde GSH diizeyinin genclere gore daha diisiik ama
istatistiksel olarak anlamsiz azalig gosterdigini tespit ettik. Ancak yash erkek kopeklerde
p<0,05 diizeyinde 6nemli derecede daha diisiik bulundu. Bulgularimiz literatiirde, bu konuda
yapilan ¢alismalar ile uyumlu goériilmektedir.

Yasla beraber eritrosit GSH konsantrasyonunun diismesi, artan oksidatif stresin GSH’
1 okside ederek tiiketebilecegi gibi, yasla birlikte GSH sentez hizinin veya GSH’ 1 rediikte
eden glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin azalmasma bagli olabilir (Stio ve ark, 1994).
Ayrica, yasl hayvanlarda GSH prekiirsorlerinden biri olan sisteinin kan dolasitmindan hemen
temizlenememesi biiyilk oranda okside olarak fonksiyonunu kaybetmesi de glutatyon
konsantrasyonunu etkileyebilir.

Koenzim Qo (Ubikuitin) biitiin dokularda sentezlenebilen 10 adet izopren iinitesi
iceren 50 karbonlu, 1,4-benzokinon bilesigidir (Dada ve ark, 2003). Bu bilesik hem metabolik

olaylar hem de hiicresel fonksiyonlarin devamliligi i¢in gerekli olan ATP’ nin sentezinde rol
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oynar. Bunun yan sira koenzim Qio, ¢esitli organelleri ve hiicreleri ¢cevreleyen membranlarin
lipit bileseni olup, hemen hemen tiim membranlarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi ve
etkisinin daha gii¢lii olmas1 nedeniyle antioksidanlar arasinda 6nemli bir yer tutar (Geromel
ve ark, 2004).

Kopeklerde CoQjo terapotik olarak en yaygin konjestif kalp yetmezligi igin
kullanilmasina ragmen, devam eden arastirmalar, ¢ok cesitli ek hastaliklar i¢in de yararh
olabilecegini one siirmektedir. Bunlar arasinda da periodontal hastaliklar, gastrointestinal
iilserler, karciger hastaliklar1 ve immun sistemin gii¢lendirilmesi sayilabilir (Greenberg ve
Frishman, 1990).

Yaslanma siireci ve yaslanmayla iliskili hastaliklar sirasinda CoQio’un biyosentez
hizinda belirgin bir azalmanin meydana geldigi 6ne stiriilmiistiir (Beyer ve ark, 1985; Kalen
ve ark, 1989; Battino ve ark, 1995; Turunen ve ark, 1999). Sonug¢larimiz bu bulgular ile
uyumludur. Bununla birlikte, CoQ diizeyleri ile yaslanmanin ilerlemesi arasindaki iliski
konusunda tutarsizliklar vardir.

Memelilerde, ¢ogunlukla da kemirgenlerde doku koenzim Qjo diizeyleri farklilik
gostermektedir. Farelerde, karaciger homojenatlarinda (Onur ve ark, 2014) ve iskelet kasinda
mitokondriyal CoQ diizeylerinde yasla iliskili azalma gozlenirken, bobrek, beyin ya da kalp
diizeylerinde fark bulunmamistir (Lass ve ark, 1999). Farelerde oldugu gibi domuzlarda da
karaciger CoQ diizeyleri yasla birlikte azalmaktadir (Onur ve ark, 2014). Bununla birlikte, 19
aylilk ad libitum besleme yapilan siganlardan alinan karaciger, kalp ve bobrek
mitokondrilerinde 4 aylik hayvanlara gore daha diisik CoQio diizeyi saptanmistir ve bu
azalma mitokondriyal fraksiyonda CoQ’ nun tercihli sekestrasyonuna baglanmaistir.

Benzer sekilde, yasamin ilk aylarinda artis, sonrasinda sican beynindeki CoQ
diizeylerinde herhangi bir degisiklik bildirilmemistir (Zhang ve ark, 1996). Ote yandan,
pankreas ve bobrek iistii bezi, beyin, kalp ve akcigerde 30 giinliik yasta en yliksek degere
ulasan erken bir artistan sonra yasla iligkili azalan bir CoQ konsantrasyonu tespit edilmistir
(Kalen ve ark, 1989).

Yapilan bir c¢alismada, CoQ, 2 ila 18 ay arasinda artmis; kalp, bobrek ve vastus
lateralis kaslarinda 25. ayda ise anlamli olarak azalmistir. Ote yandan, sigan karacigerinin
CoQ konsantrasyonu omrii boyunca artarken, beyin, akciger ve vastus lateralis kaslarinda
nispeten sabit kalmistir (Beyer ve ark, 1985). Bu sonuglar, bazi ¢alismalarin neden yasla
iliskili net degisimler bulamadigini agiklamaktadir. Aciklanan ¢esitli calismalarin sonuglari,

tiim canli organizmalar i¢in ortak bir egilimin varligini desteklemezken, buna karsin Sohal ve
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Forster' in 6nerdigi gibi, yasa bagh CoQ igerigindeki degisiklikler mitokondride en belirgindir
(Sohal ve Forster, 2007).

Memelilerde, CoQ seviyeleri yaslanma ile birlikte azalma egilimi gosterir, ancak bu
doku ve organizmalara ve muhtemelen birgok baska faktore baglidir. Bu, en azindan kismen,
farkli organizmalar arasindaki yaslanma siireglerinde bulunan farkliliklar1 ve ayn1 zamanda
bazi dokularin yaslanmaya ya da yaslanmayla iligkili hastaliklara daha duyarli oldugunu
aciklayabilir.

Insanlarda yas ve CoQ konsantrasyonu arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢alismalar da
celisik sonuglar vermistir. Yash kadinlarda, CoQ1o plazma diizeyleri ile yas arasinda anlaml
bir korelasyon saptanmazken pankreas ve bobrek iistii bezinde, CoQ1p diizeyleri ilk bir yilda
en yiiksek diizeydedir; daha sonra azalir, buna karsilik beyin, kalp ve akcigerde, karsilik gelen
zirve degeri 20 yasindayken, ileriki zamanlarda da siirekli azalma izlenmistir (Kalen ve ark,
1989). Yasla iliskili beyindeki azalma daha sonraki ¢alismalarla dogrulanmistir (Soderberg
ve ark, 1990; Edlund ve ark, 1992).

Son ¢aligsmalar CoQ’ nun mitokondriyel seviyeleri ile dmiir arasinda direkt bir iliski
oldugunu bildirmektedir. Ubiquinol ile desteklemenin, mitokondriyal biyogenezi kontrol
eden mekanizmalart (Schmelzer ve ark, 2010) ve gecikmis yaslanmay1 aktive ettigi
gosterilmistir (Tian ve ark, 2014).

Hem gen¢ hem de yash erigskinlerde CoQio’un kan diizeylerini incelemek {izere
tasarlanan bir ¢alismadan ilging bir bulgu ortaya ¢ikmistir. Genglerde, fiziksel aktivite
plazmada daha diisiik Qo seviyeleri ile korelasyon gosterirken, yash erigkinlerde fiziksel
aktivite plazmada Qo seviyeleri ile dogrudan iliskili bulunmustur. Ozellikle, yashlik
doneminde fiziksel aktivitenin arttirilmasinin, plazmada antioksidan kapasitesini artirabilecegi
ve CoQ1o’ un artan {iretimi yoluyla yaslanmay1 yavaslatarak kronik dejeneratif hastaliklar
onlemede yardimci olabilecegi sonucuna varilmigtir (Del Pozo-Cruz ve ark, 2014a, b).

CoQqo antioksidan takviyesinin yiiksek bir CoQ19 H, /CoQ1g oranina ve kas gliciinde
bir artisa neden oldugu ayrica yaslanma sirasinda iskelet kasi performansiyla iliskili
olabilecegi bildirilmektedir (Fischer ve ark, 2016). Tersine, CoQ1o H, /CoQ19 oraninin diisiik
olmasi, insanlarda sarkopeninin prediktorii olabilir. 4 yillik bir siire boyunca selenyum ve
CoQ19 kombinasyonu verilen yash bireylerde canlilik, fiziksel performans ve yasam
kalitesinde iyilesme bildirilmistir (Johansson ve ark, 2015). Ayrica, CoQ1g takviyesi,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarla iliskili kronik oksidatif stresin dnlenmesiyle

yaslt insanlara saglik yararlari saglamaktadir (Gonzalez-Guardia ve ark, 2015). Bu kanitlara
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ragmen, CoQio’u etkili bir yaslanmay1r Onleme terapisi olarak diistinmeden 6nce yaglilara

odaklanan daha giivenilir klinik aragtirmalara ihtiya¢ vardir (Varela-Lopez ve ark, 2016).
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6. SONUC ve ONERILER

Tip alanindaki biiyilik ilgi ve ilerlemeye ragmen, saglikli kdpeklerde antioksidan
parametreler ile ilgili veriler sinirlidir. Elde edilen sonuglar veteriner hekimlikte en ¢ok
calisilan tlirler olarak, kopek hastaliklarinda kullanilmak tizere genel saglik durumunu
gosteren veriler igermektedir.

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan plazma MDA diizeylerinin disi kopeklerde
yasa bagl olarak arttigt (p<0,05) gozlenirken, eritrosit siiperoksit dismutaz aktivitesi ile
serum seruloplazmin diizeylerindeki artis ve eritrosit glutatyon diizeylerindeki azalis
istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0,05). Analiz sonuglarina gore yash disi kopeklerin
serum koenzim Qi seviyesi geng¢ disi kopeklerden p<0,05 diizeyinde 6nemli derecede daha
diistiktii.

Plazma MDA diizeyleri ve eritrosit siiperoksit dismutaz aktivitesi yagh erkek
kopeklerde genglere gore daha yiiksek ol¢iildii (p<0,05). Serum seruloplazmin diizeyleri geng
erkek kopeklerde yash erkek kopeklere gore daha diisiik Olgiilmesine ragmen; sonuclar
arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05). Eritrosit glutatyon diizeyleri ve serum
koenzim Qo diizeyi yasa bagli olarak azalis gosterdi (p<0,05).

Sonu¢ olarak c¢alismamizin  bulgular, kopeklerde antioksidan aktivitelerin
yaglanmadan etkilenebilecegini ve yasla iliskili lipid peroksidasyonunun oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle ciddi enerji kisitlamalarinin yaninda kopeklere antioksidan ve
Ozel diyetler uygulanmasi antioksidan-oksidan homeostazisinin korunmasinda 6nemli destek
saglayabilir. Disi ve erkek kopekler arasinda antioksidan seviyeleri agisindan muhtemelen
hormonlardan kaynaklanan farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Yasla beraber verilecek olan
antioksidan takviyelerinde cinsiyete bagli olarak da doz ayarlamasi1 gerektigi gbz Oniinde

bulundurulmalidir.
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