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ONSOZ

Ovaryumlar, disilerde cinsiyet hormonlarin1 salgilayan ve ovumun
olusumunu saglayan organlar olarak tanmimlanmaktadir. Ovaryumlarin fizyolojik
islevlerinin diizgiin ¢aligmasinin, hem viicudun hem de disi lireme sisteminin sagligi
acisindan ¢ok 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin, ovaryum
normal fizyolojik metabolizmasinin yan iriinleri olarak iretildigi bildirilmektedir.
Antioksidanlarin ise reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ve atilimi arasindaki dengeyi
koruyabilmek i¢in gorev yapan faktorlerden olduklart 6ne siiriilmektedir. Bu dengede
meydana gelebilecek herhangi bir bozulmanin, oogenezis, ovulasyon, fertilizasyon,
implantasyon ve embriyogeneziste sorunlara yol agabildigi belirtilmektedir. Bunun
neticesinde gebeligi etkileyebilecek patolojik sonuglara neden olabilecegi
bildirilmektedir. Bu fizyolojik ve patolojik siireglerin altinda yatan molekiiler ve

hiicresel mekanizmalarin da tam olarak agikliga kavusturulamadigi kaydedilmistir.

Antioksidan sistemde meydana gelebilecek bozulmanin patolojik sonuglara
neden olabilecegi, dolayisiyla antioksidan takviyesinin, oksidatif stresi kontrol
altinda tutarak reprodiiktif hastaliklarin tedavisi i¢in olasi bir strateji olarak
degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Bu stratejiyi dogrulayabilmek icin oksidatif
strese karst antioksidan takviyesi ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi
ileri siirtilmektedir. Ovaryan oksidatif stresin memeli modellerinin bu alandaki
boslugu doldurabilecek arastirmalara olanak saglamasi agisindan Onemli oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada 3-nitropropiyonik asit ile deneysel olarak
olusturulan oksidatif ovaryum hasarina karsi antioksidan bir madde olan

astaksantin’in koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmaistir.
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OZET

Deneysel Ovaryum Hasari Olusturulmus Ratlarda Astaksantin’in Koruyucu
Etkisi

Bu c¢alismada 3-nitropropiyonik asit (3-NPA) ile deneysel ovaryum hasari
olusturulmus ratlarda astaksantin’in koruyucu etkisinin arastiritlmasi amaglanmustir.
Calisma herbirinde sekiz adet olacak sekilde 4 esit gruba ayrilan 32 adet disi Wistar
rat ile yapildi: kontrol (K) grubu; fosfat ¢ozeltisi (PBS), Astaksantin (AS) grubu;
astaksantin (80 mg/kg) 14 giin, 3-NPA grubu; 3-NPA (12,5 mg/kg) giinde iki kez 7
giin, 3-NPA+AS grubu; 14 giin astaksantin (80 mg/kg) ve giinde iki kez 7 giin 3-
NPA (12,5 mg/kg) uygulandi. Tiim enjeksiyonlar intraperitoneal olarak yapildi.
Hayvanlar normal rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum beslendi. Plazma ve
ovaryum dokusunda total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite (TOK)
ve oksidatif stres indeksi (OSI) seviyeleri ile tam kan rediikte glutatyon (GSH)
seviyesi, plazma paraoksonaz aktivitesi (PON1), lipit profili, malondialdehit (MDA),
nitrik oksit (NO), total sialik asit (TSA) ve total tiyol (TT) konsantrasyonlari
spektrofotometrik olarak analiz edildi. Ovaryum dokusu ayrica histopatolojik olarak
degerlendirildi. 3-NPA’nin histopatolojik olarak ovaryum hasari olusturdugu, TAK
(P<0,001), GSH (P<0,001), HDL (P<0,01) seviyeleri ile PONL1 aktiviteside (P<0,01)
onemli diisiis, TOK, OSI (P<0.001), MDA, NO, TSA, CHOL, LDL (P<0,01) ve TG
(P<0,05) seviyelerinde 6nemli artis g6zlendi. Sonug olarak, astaksantin’in 3-NPA ile
birlikte verilmesi 3-NPA’nin yukarida belirtilen tiim biyokimyasal parametrelere
yaptig1 olumsuz etkiyi diizelttigi ve histopatolojik olarak hasar olusmasini 6nledigi
gozlendi. 3-NPA ile indiiklenen ovaryan toksisitesinin oksidatif hasara bagl
olabilecegi ve astaksantin verilmesiyle ger¢eklesen diizelmenin antioksidan

ozellikleriyle iligkili olabilecegi kanaatini tagimaktayiz.

Anahtar kelimeler: Astaksantin, 3-nitropropiyonik asit, Ovaryum hasari,

Paraoksonaz, Sialik asit
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SUMMARY
Protective Effect of Astaxanthin on Experimental Ovarian Damage in Rats

This study aimed to investigate the protective effect of astaxanthin on 3-
nitropropionic acid (3-NPA) induced experimental ovarian damage in rats. 32 female
Wistar rats were divided into 4 equal groups of eight each: control group (C);
phosphate solution (PBS), astaxanthin (AS) group; astaxanthin (80 mg/kg) for 14
days, 3-NPA group; 3-NPA (12.5 mg/kg) twice a day for 7 days, 3-NPA+AS group;
administered astaxanthin (80 mg/kg) for 14 days and 3-NPA (12.5 mg/kg) for 7 days.
All injections were administered intraperitoneally. Rats fed ad libitum with standard
rat chow and tap water. Plasma and ovarian tissue total antioxidant capacity (TAC),
total oxidant capacity (TOC) and oxidative stress index (OSI) levels, whole blood
reduced glutathione (GSH), plasma paraoxonase (PON1) activity, lipid profile,
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), total sialic acid (TSA) and total thiol
(TT) concentrations were analyzed spectrophotometrically. Also, ovarian tissue
histopathology was performed. We observed 3-nitropropionic acid-induced
histopathological ovarian damage, significantly decreased the TAC (P<0.001), GSH
(P<0.001), HDL (P<0.01) levels and PONL1 activity (P<0.01), and significantly
increased TOC, OSI (P<0.001), MDA, NO, TSA, CHOL, LDL (P <0.01) and TG
(P<0.05) levels. In conclusion, co-treatment with astaxanthin restored the negative
effect of 3-NPA on all biochemical parameters cited above and improved the
histopathological ovarian damage. Ovarian toxicity induced by 3-NPA might be due
to oxidative damage. The improvement of astaxanthin seems to be related to their

antioxidant properties.

Keywords: Astaxanthin, 3-nitropropionic acid, Ovarian damage, Paraoxonase, Sialic
acid



1. GIRIS

Disi memelilerin baslica lireme organi olan ovaryumlar, folikiil ad1 verilen
yapilardan olusmaktadir. Bu folikiiller, ilk gelisim asamalarinda graniiloza hiicreleri
ve folikiiler gelisimin ileriki asamalarinda ise teka hiicreleri adi verilen iki somatik
hiicre tipiyle ¢evrilebilen oosit icermektedir. Bu graniiloza ve teka hiicreleri birlikte
cinsiyet steroid hormonlar1 olan Gstrojen ve progesteronu iiretmektedirler. Dogumda,
genellikle yenilenmeyen bir havuz olarak kabul edilen, ovaryan folikiil rezervi
kurulmaktadir. Bu smirli sayidaki folikiillerin, fertilize olabilen bir gamet iretimi
yoluyla bir disinin 6mrii boyunca dogurganligi desteklemesi igin gerekli oldugu
kaydedilmektedir (Hirshfield 1991).

Dogumdan sonra ovaryumda var olan rezerv folikiiller yasam boyunca
follikiiler dalga denilen gelisim asamalari ile aktive olmaktadir. Ozellikle pubertas ile
birlikte ovulasyonlu sikluslarin baglamasiyla folikiil atilimi olugmaktadir. Bundan
dolay1 da bir disi dogumda ovaryumlarinda var olan oosit sayisiyla hayatini
stirdiirmektedir. Follikiiler dalgalarla var olan bu rezerv sayisi zamanla azalim
gostermekte ve tiikenmektedir. Insanlarda bu durum karsimiza menapoz olarak

cikmaktadir (Petrelli ve Mantovani 2002).

Glinlimiiz kotli cevre sartlari, kontrolsiiz kullanilan zirai ilaclar, gida
sektoriinde yapilan hileler ve gesitli zehirlenmeler nedeniyle erkek yada disilerde
fertilite oranlarinda diisme veya dogurganlikta ciddi azalmalar yasanmaktadir. Alinan
kimyasallarin  6zellikle oosit kalitesini bozmasi, implantasyonu engellemesi,
spermanin ¢iftlesmeden sonra disi genital kanalinda yasam kalitesini bozmasi, erken
embriyonal oliimlere neden olmasi, seksiiel aktiviteyi dogrudan veya dolayli
etkilemesiyle infertilite olusmakta ve iireme kabiliyeti sekteye ugramaktadir (Petrelli

ve Mantovani 2002, Sengupta ve ark. 2014).

Fizyolojik olarak diisiik seviyelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
folikiilogenezis, oogenezis, embriyogenezis ve gebelige kadar cesitli sinyal iletim
yollarinda 6nemli bir diizenleyici olarak rol oynadiklari bildirilmektedir (Agarwal ve

ark. 2008). Oksidan tiirlerin {iretiminin artmasinin ve/veya antioksidan sistemin



etkinliginin azalmasinin neden oldugu yiiksek seviyedeki ROT un oksidatif strese
yol acabildigi belirtilmistir (Ciani ve ark. 2015).

Organizmada bir¢ok etkenden dolay: (kimyasallara maruz kalma, enfeksiy6z
etkenler, hastaliklar v.b.) asir1 ROT {retimi sekillenebilmektedir. Yiiksek
konsantrasyondaki ROT’un ovaryumda birikiminin, folikiiler fonksiyon iizerinde
zararh etkilere neden oldugu ve disi lireme hastaliklarinin gelismesinde 6nemli rol
oynadig ileri siiriilmektedir (Agarwal ve ark. 2005). Ovaryumlarda olusan oksidatif
stresin folikiillerde graniiloza hiicre apoptozu ve folikiiler atreziye neden olarak
oositlere zarar verdigi one stiriilmektedir (Jancar ve ark. 2007). Birgok ¢alismada,
memelilerde folikiiler atrezinin ana nedenlerinden biri olan graniiloza hiicre
apoptozun oksidatif stresten kaynaklandigi kaydedilmektedir (Murdoch 1998, Ciani
ve ark. 2015, Zhang ve ark. 2015, Li ve ark. 2017).

Cesitli bitki ve mantarlar tarafindan tretildigi bildirilen ve dogal bir toksin
olan 3-nitropropiyonik asitin (3-NPA) siiksinat dehidrojenazin (SDH) bir inhibitori
oldugu kaydedilmektedir. 3-NPA’nin SDH’nin inhibisyonu ile ROT seviyelerini
artirarak mitokondriyal kokenli oksidatif strese neden olan etkili bir oksidan oldugu
bildirilmistir (Kim ve ark. 2000, Shen ve ark. 2012). Ayrica 3-NPA’nin in vivo
ovaryan oksidatif stresi indiikleyebilecegi belirtilmektedir (Zhang 2015).

Antioksidanlarin organizmada oksidatif dengenin saglanmasi ve hiicrelerin
oksidatif stresin zararli etkilerinden korunmasinda onemli rol oynayan savunma
ajanlar1 olduklar1 bildirilmektedir (Davies 1995, Ciani ve ark. 2015).



2. GENEL BILGILER
2.1. 3-Nitropropiyonik asit

3-nitropropiyonik asit (P-nitropropiyonik asit, bovinosidin, hiptagenik asit)
olarak adlandirilan madde, kimyasal olarak saf formda, suyla kolayca ¢oziinebilen,

sar1, kristalimsi kat1 bir maddedir (Burdock ve ark. 2001).
2.1.1. 3-Nitropropiyonik Asitin Toksisitesi ve Etki Mekanizmasi

Toksisitenin mekanizmasinda dopaminerjik toksisite, striatal arterin
yaralanmas1 veya glutamat tasiyici aktivitesinin yiiksek olmasinin etkili olabilecegi
ifade edilmektedir (Nishino ve ark. 1997). 3-NPA’nin farelerde ve ratlarda LD50
dozlarinin 60-120 mg/kg arasinda oldugu kaydedilmektedir (Burdock ve ark. 2001).

Ratlarda, toksisitenin ilerlemesi ii¢ asamaya ayrilmistir;

I.  Asama; uyku hali,
Il. Asama; kiirek ve yuvarlanma hareketleriyle koordine olmayan yiiriiyiis,

III. Asamada; belirgin ¢igneme hareketleriyle ventral veya lateral yaslanma.

Oliimiin genellikle solunum yetmezliginden kaynaklandigi bildirilmistir
(Hamilton ve Gould 1987). Subakut uygulamadan sonra en sik goriilen siddetli motor
anormalliklerinin arka bacagin uzatilmasi, distonik durus ve yalpalayarak yiirlime
oldugu belirtilmistir. Ancak kronik uygulamalarda bu semptomlara rastlanmadig:

bildirilmektedir (Guyot ve ark. 1997).

3-Nitropropiyonik asitin temel etki mekanizmasinin, mitokondriyal kompleks
I'nin  bir bileseni ve krebs dongiisiinde siiksinik asitin  fumarik asite
dehidrojenasyonundan sorumlu olan, SDH’nin inhibisyonu oldugu, bu etkiyi; SDH
ile reaksiyonu sonucu olusan 3-nitroakrilatin enzimin aktif bdlgesine kovalent bir
eklenti yaparak geri doniisiimsiiz katalitik inaktivasyona neden olarak yaptig: ileri

stirilmektedir (Alston ve ark. 1977).

3-Nitropropiyonik asitin ikincil etki mekanizmasinin toksisitesine 6zgii
olmadigr kaydedilmektedir. 3-NPA’nin pargalanmasinda nitrik oksit (NO)

olusumuna bagli olarak bir vazodilator reaksiyonu ile olusan diisiik kan basinci



nedeniyle geridoniisiimlii sistemik vaskiiler hasar ile karakterize oldugu ifade
edilmektedir (Castillo ve ark. 1993). 3-NPA’nin dolayli olarak yag asitlerinin
mitokondriyal beta-oksidasyonunu da inhibe ederek oksidatif strese neden olan
serbest radikal olusumu icin substrat sagladigi bildirilmektedir (Esfandiari ve ark.

1997).

3-nitropropiyonik asitin eksitotoksisitesinin ATP seviyesinin ve oksijen
tilketiminin diigmesine neden olan mitokondriyal solunumun bozulmasiyla iliskili
oldugu ifade edilmektedir (Erecinska ve Nelson 1994). Eksitotoksik kaskadinda ATP
seviyesinin diismesiyle N-metil-D-aspartat reseptoriiniin aktivasyonu ile hiicreye
kitlesel Ca®* akismna neden olarak nekroz veya apoptoza yol agan membran
potansiyelinin azalmasina sebep oldugu kaydedilmektedir (Portera-Caillau ve ark.
1995). 3-NPA’nin neden oldugu metabolik bozulma nedeniyle Na-K pompasinin
¢okmesinin geri donilisiimsiiz depolarizasyona da yol agmasi, 3-NPA patogenezinde

eksitotoksisitenin roliinii destekledigi ifade edilmektedir (Riepe ve ark. 1992).

Yas ve cinsiyetin ratlarin 3-NPA’ya kars1 duyarliligini etkileyen faktorlerden
oldugu ve geng¢ hayvanlarin 3-NPA toksisitesinden daha az etkilendigi rapor
edilmistir (Bossi ve ark. 1993). Bunun nedeninin, SDH aktivitesi ve mitokondriyal
fonksiyonlarin genel olarak yasla birlikte azalmasindan ileri geldigi 6ne siirtilmiistiir

(Fattoretti ve ark. 1998).

Cinsiyete bagl duyarlilik i¢in erkeklerin disilere gore daha duyarli oldugu ve
bunun cinsiyet hormonlari ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (Nishino ve ark. 1998).
Alt1 haftadan kii¢iik deney hayvanlarina sistemik uygulama sonrasi beyinde toksik
etki olusturmadigi, 7-14 haftalik deney hayvanlarinda % 25 oraninda striatal hasar
olustugu, 16 haftadan biyiiklerde ise % 80 striatal lezyon olustugu ve Oliim
goriildiigi bildirilmistir (Davies 1995).

Ratlarin 3-NPA uygulamasina farelerden daha duyarl olduklar1 bildirilmistir.
Rat tiirleri arasinda ise 3-NPA toksisitesine en duyarli Fischer ratlar, daha az duyarl
olan ise Lewis ratlar olduklari belirtilmektedir. Wistar ve Spraque Dawley ratlarin da
3-NPA’ya duyarli olduklar: bildirilmektedir (Ouary ve ark. 2000, Brouillet ve ark.
2005).



2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyokimyasi

Reaktif oksijen tiirleri terimi hem serbest radikaller hem de radikal olmayan
ara irlinler i¢in kullanilmaktadir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis
elektron igeren tiirler olarak tanimlanmaktadir. Bu tamamlanmamis elektron
kabugunun serbest radikale yiiksek reaktivite kazandirdig1 kaydedilmektedir. Serbest
radikallerin birgok elementten iiretilebildigi, ancak biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
kaynaklarin oksijen ve azot oldugu bildirilmistir (Sekil 1, Burton ve Jauniaux
2011).

Nitrik oksit Mitokondriyal elektron Endoplazmik NADPH  gitokrom P450 Ksantin oksidaz

Nitrik oksit Siiperoksit | CveE
. O, vitamini
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\ M e Hidrojen peroksit Ii Tiyoredoksin
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Glutayon peroksidaz
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Sekil 1. Reaktif oksijen tiirlerinin potansiyel kdkenleri ve detoksifikasyon yollar1 (Burton ve Jauniaux
2011)

Tim hiicre ve dokularin, elektron transfer zincirinde siirekli olarak diisiik bir
miktardaki molekiiler oksijeni ROT’lara doniistiirdiigii belirtilmektedir. ROT larin
organizmada aktif fagositlerde meydana gelen solunum patlamasi da dahil olmak
tizere bir¢ok yolla iiretilebildigi ileri siirilmektedir (Alfadda ve Sallam 2012). Ayni
zamanda “oksidatif patlama” olarak da bilinen solunum patlamast, Siiperoksit anyonu
(Oz ¢) ve hidrojen peroksit (H,O;) gibi ROT’larin farkli hiicre tiirlerinden hizli
salinmasi olay1 olarak tanimlanmaktadir. Genellikle, bu kimyasallarin, organizmanin
bakteri veya mantarlar tarafindan enfeksiyonu sonucu nétrofiller ve makrofajlar gibi
immiin sistem hiicreleri tarafindan iretildikleri 6ne siirtilmektedir. Ayrica O, ¢ ve
H20, gibi ROT’larin hayvanlarda, oositin fertilizasyonundan sonra ovaryumlardan
salindiklar1 da bildirilmistir (Yang ve ark. 2016).



Fagositlerde, bakterileri parcalamak i¢in, meydana gelen solunum
patlamasinin immiin sistemde 6nemli bir rol oynadig1 belirtilmektedir. O, * birgok
hiicrede yaygin olarak bulunan bir enzim ailesi olan nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH) oksidaz tarafindan iiretilmektedir. Notrofiller ve monositlerin, H,O;
ile CI’u birlestirerek bakterilerin yok edilmesinde rol oynayan hipoklorit tiretmek
i¢in myeloperoksidazi kullandiklar1 bildirilmektedir (Yang ve ark. 2016).

Miyeloperoksidaz

H,O, + CIF —— > OClI-

Reaktif oksijen tilirlerinin olusumunun, aerobik metabolizmanin dogal bir
sonucu oldugu ve doku oksijen homeostazinin korunmasinda énemli pay1 bulundugu
bildirilmistir. Oksijen homeostazi siirdiiriilmediginde, hiicresel ortamda oksidatif
stresin meydana geldigi one siiriilmektedir. Mitokondride normal metabolik yan
tirtinler olarak O, *, H,O, ve hidroksil (¢OH) radikallerinin iiretildikleri belirtilmistir.
Mikrozomal sitokrom P450 enzimleri, flavoprotein oksidazlar ve peroksizomal
enzimler, ROT'un diger 6nemli hiicre i¢i kaynaklarindan olduklar1 kaydedilmektedir
(Seifried ve ark. 2007, Lu ve ark. 2018).

Reaktif oksijen tiirlerinin hem saglikta hem de hastalikta kilit rol oynadiklari,
normal damar hiicrelerinin igleyisi ve damar capi diizenlemesinin siirdiiriilmesi gibi
cesitli fizyolojik stireglerde 6nemli bir role sahip olduklar1 belirtilmektedir (Salman
ve Ashraf 2013). ROT’larin biyolojik sistemlerde, farklilasma, ¢ogalma, biiyiime,
apoptoz, hiicre iskeleti, migrasyon ve kasilma diizenlemelerine katildiklar1 ve
biiylime faktorii uyarimi ile enflamatuvar yanitin kontroliinde rol oynadiklar
belirtilmektedir (Brieger ve ark. 2012, Kuru ve ark. 2018).

Fizyolojik kosullar altinda en yaygin O, ¢ anyonunun bulundugu ve ana
kaynagmin mitokondri oldugu ileri siiriillmektedir (Cadenas ve Davies 2000). O, «
anyonunun dioksijene bir elektronun eklenmesiyle olustugu, ancak sulu ¢ozeltilerde
kendiliginden reaksiyona girerek H,O, ve molekiiler oksijene (Oy) (Oz ¢« + Oy ¢ +
2H"—>H,0, + O,) déniisebilir olmasi1 nedeniyle kararsiz oldugu kaydedilmektedir
(Lu ve ark. 2018).



Solunum zincirinde elektronlarin transfer olaymin tam olarak verimli
olmadigi ve ozellikle kompleks | ve IlI’ten elektronlarin molekiiler oksijene
sizmasiyla O, ¢ anyonu olusumuna neden olduklar1 belirtilmektedir. Olusum hizinin,
zincirde mevcut olan elektronlarin sayisi ile belirlendigi ve boylece hiperoksi ve
yiiksek glukoz konsantrasyonunda arttigi bildirilmektedir. Kompleks IV igin son
elektron alicisi olarak hareket eden oksijenin mevcudiyetinin azalmasinin
elektronlarin birikmesine neden oldugu 6ne siiriilmektedir. O, * anyonunun yiikli
olmast nedeniyle zardan gegemedigi ve mitokondri matriksi iginde kaldig
bildirilmistir (Burton ve Jauniaux 2011). O, anyonu Fe*" iyonunu Fe*ya
indirgeyerek O,’ye (O, « + Fe** — O, + Fe?*) déniisebilmektedir (Lu ve ark. 2018).

Stiperoksit  anyonunun  benzer sekilde endoplazmik  retikulumda
elektrontransport ~ zincirinden  elektronlarin  sizmasiyla da  iretilebildigi
bildirilmektedir (Tu ve Weissman 2004). Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleriyle
detoksifiye edilerek H,O,’ye doniistiiriilmektedir (Lu ve ark. 2018)

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamakla birlikte, serbest radikallerin
tiretilmesi ve detoksifikasyonuyla yakindan iliskili oldugu buyiizden ROT igerisinde
anildig1 belirtilmistir (Lu ve ark. 2018). Polar olmadig i¢in hiicre ve organellerin
zarlarindan kolayca gegebilmekte ve bu nedenle genis ¢apta sinyal iletim yollarinda
ikinci bir haberci olarak rol oynamaktadir. H,O,, katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleriyle suya detoksifiye edilmektedir. O, ¢« ve H,0,
seviyelerindeki dengesizligin, onlardan ¢ok daha tehlikeli olan <OH radikali

olusumuna neden olabilecegi bildirilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 2007).

Hidroksil radikalinin piirinleri ve pirimidinleri modifiye ederek DNA iplik¢ik
kopmalarina ve DNA hasarina neden oldugu belirtilmektedir (Agarwal 2004). «OH
radikalinin ana kaynagimin metal Katalizorli Haber-weiss reaksiyonu oldugu
bildirilmistir (Kehrer 2000); O, « + H,O; — O, + OH™ + «OH

Ikinci kaynaginin ise Fenton-tip reaksiyonu oldugu belirtilmistir (Liochev
1999, Lu ve ark. 2018); Fe** + H,0, — Fe*" + OH™ + «OH



Hidroksil radikalinin, yakin c¢evresinde bulunan herhangi bir biyolojik
molekiil ile reaksiyona girebildigi ve ¢ok reaktif oldugu igin bilinen bir

temizleyicisinin bulunmadig bildirilmistir (Burton ve Jauniaux 2010).
2.2.1. Nitrik Oksit

Reaktif oksijen tiirleri kadar 6nemli olan diger bir reaktif tiir grubuna reaktif
azot tiirleri (RNT) denilmektedir. Serbest bir radikal olan NO, bu grubun en 6nemli
tiyesini olugturmaktadir. NADPH-bagimli enzimlerden olan nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan katalize edilen arjininin sitriilline doniistiirildiigli reaksiyon sirasinda
tiretilmektedir (Sekil 2) (Drew ve Leeuwenburgh 2002, Bolisetty ve Jaimes 2013,
Ogun ve ark. 2016). NOS’un néronal (nNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve endotelyal
(eNOS) olmak tizere ii¢ izoformu bulundugu ve her hiicre komponentinde bulundugu

bilinmektedir (Forstermann ve Sessa 2012, Atakisi ve Merhan 2017).

Nitrik oksitin, tek bir eslesmemis elektron i¢eren Yyiiksiiz lipofilik bir molekiil
oldugu kaydedilmektedir. NO’nun c¢ok reaktif bir radikal olmasa da, protein
fonksiyonu ve tiim organizmalarin fonksiyonu {izerinde etkisi olan, ayrica
biyomolekiillerdeki nitrozatif hasari tetikleyebilen baska reaktif ara maddeler
olusturabilmesi agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir (Drew ve Leeuwenburgh
2002). Bu nedenle; NO’nun bir oksidan veya bir antioksidan olarak islev gorebildigi
belirtilmistir. Ayni zamanda norotransmitter ve kan basinci diizenleyicisi olan
NO’nun patolojik durumlar sirasinda giiglii oksidanlar tiretebildigi 6ne siiriilmektedir

(Salman ve Ashraf 2013).
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Sekil 2. Nitrik oksit olusumu (Ozcan ve Ogun 2015).



Nitrik oksitin sitokrom C oksidaz1 inhibe edebildigi Dbildirilmistir.
Mitokondride bulunan NO’nun, mitokondriyal biyogenez, solunum ve oksidatif stres
gibi ¢esitli islemlerin aktivitesini degistirebilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin

tiretimini arttirdig ileri siiriilmektedir (Bolisetty ve Jaimes 2013).

Hiicresel fonksiyonlar i¢in Onemli diizenleyici goérevi olan NO’nun
olusturdugu nitrosatif stres ile redoks duyarli transkripsiyon faktoriinii aktive ederek
enflamasyon iliskili kanserogenezde kritik bir rol oynadig1 bildirilmektedir. NO’nun
plazmadaki seviyesinin artmasi ile askorbik asit ve {irik asit konsantrasyonunu
azaltabildigi ve lipit peroksidasyonunu bagslatabildigi belirtilmektedir (Salman ve
Ashraf 2013). Asirt miktarda O, « anyonunun, NO ile etkilesimi peroksinitrit anyonu
(ONOO") olugmasina yol agmaktadir; O, + NO — ONOO™

Peroksinitritin kendiliginden ayrisarak nitrojen dioksit (NO;) ve <OH
olusturabilen giiglii bir pro-oksidan oldugu belirtilmektedir (Pacher ve ark. 2007).
Sitotoksik bir radikal olan ONOO nun doku hasarma neden oldugu ve diisiik
dansiteli lipoproteinleri (LDL) okside ettigi bildirilmektedir. Ayrica dogrudan protein
oksidasyonuna ve DNA oksidasyonuna neden olabildigi kaydedilmektedir (Halliwell
2007).

2.2.2. Lipit Peroksidasyonu

Mitokondri ve ekstramitokondriyal bolgelerde iiretilen ROT’lar, oksidatif
degisikliklere karst oldukga hassas olan ve hiicresel membranlarda bulunan
fosfolipitler gibi kompleks lipitlerde ve lipoproteinlerde bulunan ¢oklu doymamis
yag asitleriyle (PUFA: polyunsaturated fatty acids) reaksiyona girmektedir.
PUFA’larin ROT’lar tarafindan kimyasal olarak modifiye edilerek bozulmasina

neden olan siirece lipit peroksidasyonu adi verilmektedir (Van Kuijk ve ark. 1990).

Hiicresel membranlardaki lipit peroksidasyonu ROT’un katkisiyla veya
PUFA zincirinde iki ¢ift bag arasinda yer alan metilen grubundan ROT tarafindan
hidrojen atomunun (allilik hidrojen) ayrilmasi ile baslatilmaktadir. PUFA’dan olusan
konjuge dienler, zarlarin i¢inde oldukga yiiksek oranda bulunan oksijenle reaksiyona

girerek bir peroksil radikali olusturmaktadir. Peroksil radikalleri bilhassa komsu
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PUFA zincirleri i¢in oldukga reaktif olduklarindan, onlardan hidrojeni ¢ikararak lipit
peroksidasyon siirecini yaymaktadirlar. Bu reaksiyonda bir lipit hidroperoksit ve
karbon merkezli radikal olusmaktadir. Lipit hidroperoksit yerine siklik lipit
endoperoksitler de olusturulabilmektedir. Lipit peroksitlerinin, gegis metal iyonlari
(demir, bakir iyonlar1) varliginda, bunlarla reaksiyona girerek alkoksil radikalleri
meydana getirebildikleri belirtilmistir (Halliwell ve Gutteridge 2007, Reed 2011).
Dahasi, metal iyonlariin lipid peroksit molekiiliiniin kararsizlasmasina neden olarak
daha kiigtlik iiriinlere ayrismasina neden olabildigi bildirilmistir. Olusan bu {iriinler,
basit hidrokarbonlardan gesitli ketonlar ve aldehitlere kadar ¢esitlilik gostermektedir.
Lipit peroksitlerinin ayrisma {riinlerinin, akrolein, malondialdehit (MDA), 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) ve 4-hidroksi-2-heksenal (HHE) gibi aldehitler olduklari
kaydedilmektedir (Van Kuijk ve ark. 1990, Esterbauer ve ark. 1991).

Yaygin olarak kullanilan lipit peroksidasyon belirteglerinin MDA ve HNE
oldugu bildirilmistir. HNE’nin, linoleik asit gibi ®-6 PUFA'nin bir peroksidasyon
tirlinii olarak olusturuldugu, MDA’nin ise esas olarak, arasidonik asit gibi ikiden
fazla ¢ift bag bulunduran PUFA'nin peroksidasyon {iriinii oldugu bildirilmektedir
(Sekil 3, Halliwell ve Gutteridge 2007).

/—\/‘-\/H\/—\__Z;/ Y N N>/ \/./: \—l>/
H/O\/O\H# v - H_ OOH -

Malondialdehit Endoperoksit Hidroperoksit
ROOH

ROOe
H, ,0~=0e¢

Sekil 3. Coklu doymamus yag asitlerinin peroksidasyonu (Halliwell ve Gutteridge 2007).
2.2.2.1. Malondialdehit

Malondialdehitin arasidonik asit ve daha biiyiik PUFA'larin enzimatik veya
enzimatik olmayan siireglerle parcalanmasi sonucu olusan bir son iiriin oldugu
kaydedilmistir. MDA’ nin, ROT'lardan kimyasal olarak daha istikrarli ve zar gegirgen
oldugu, HNE ve metilglioksaldan daha az toksik oldugu belirtilmektedir. MDA ’nin
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oksidatif stresi belirleyen en popiiler ve giivenilir belirteglerden biri olmasi nedeniyle
omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin lipit peroksidasyonunun tespitinde uzun yillardir
yaygin olarak kullanilmakta oldugu ifade edilmektedir. MDA olustuktan sonra,
enzimatik olarak metabolize edilebilmekte veya hiicresel proteinler yada DNA
tizerinde reaksiyona girerek biyomolekiiler hasara neden olan iiriinler olusturabildigi
bildirilmektedir. Ik calismalar, MDA nm, mitokondriyal aldehit dehidrogenaz ile
oksidasyonunu takiben asetaldehite dekarboksilasyonunu ile asetat, CO, ve H,O’ya
metabolize oldugunu gostermektedir. Ote yandan, sitoplazmik MDA'nin fosfoglukoz
izomeraz ile metilglioksala ve glioksalaz sisteminin enzimleriyle D-laktata
metabolize edildigi bildirilmistir. MDA'nin bir kismimin ise, N-epsilon-(2-
propenal)lizin veya N-2-(propenal)serin olarak idrarla atildigi kaydedilmektedir
(Ayala ve ark. 2014).

2.3. Antioksidan Savunma

Antioksidanlar, diisiikk konsantrasyonlarda mevcut oldugunda, oksitlenebilir
substratlarla iliskili olarak, genellikle kendileri okside olurken oksidatif prosesleri
onemli Olglide inhibe eden veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir (Vaya

ve Aviram 2001).

Antioksidanlarin, medikal tedavi amaciyla oksidatif strese bagli hastalik
slireglerine karsi uygulanmasina olan ilginin giin gectikge arttigi 6ne siiriilmektedir.
Hiicrelerin kullandiklari, vitaminler (A, C ve E) ve enzimler (SOD, CAT, GSH-Px ve
tioredoksin rediiktaz) gibi ¢ok ¢esitli giiclii antioksidanlar bulunmaktadir. Hiicreler
icin mevcut olan diger non-enzimatik antioksidanlar arasinda GSH, eksojen serbest
radikal temizleyiciler, karotenoidler ve polifenoller yer almaktadir (Biswas ve ark.
2005, Lehoux 2006).

Antioksidanlarin, potansiyel oksidanlari ¢ikararak veya bunlari nispeten
kararli  bilesiklere  doniistiirerek  serbest radikal olusumunu  azalttiklar
bildirilmektedir (Vaya ve Aviram 2001). Birincil savunma mekanizmasinin islevi,
hiicre i¢i hedeflerle reaksiyona girmeden Once serbest radikalleri temizleyerek
dogrudan oksidatif hasar1 6nlemektir (Curtin ve ark. 2002). SOD, GSH-Px, CAT ve

glutatyon rediiktaz (GSR) birincil savunma mekanizmasinin elemanlarini
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olusturmaktadir (Lu ve ark. 2018). SOD, O, « radikalinin H,O,’ye asagidaki gibi

doniistiiriilmesinden sorumludur (Curtin ve ark. 2002).
soD
02'_ + 02'_ +2H+ — H202+ OE

Hidrojen peroksit CAT araciligi ile suya ve molekiiler oksijene

doniistiiriilmektedir;

Katalaz

2H->0O->

2H-O + O>

Glutatyon sistemi serbest radikallere karsi oOnemli hiicresel savunma
mekanizmasi olarak gérev yapmaktadir. GSH sadece dogrudan ROT temizleyicisi
degil, ayn1 zamanda hiicre i¢i redoks durumunun diizenlenmesinde 6nemli role sahip
olan bir antioksidandir. Sistem GSH, GSH-Px ve GSR’den olusmaktadir. GSH-PX,
kosubstrat olarak GSH’y1 kullanarak H;O,'nin suya indirgenmesini katalize

etmektedir:

G X
H-O> + 2GSH —— GSSG + 2H»0

Okside glutatyon (GSSG) daha sonra asagida belirtildigi gibi NADPH
kullanarak GSR ile GSH'a indirgenmektedir:

Glutatyon
rediktaz

GSSG + NADPH + H ——2GSH + NADP"

Hiicrelerin GSH'yi yeniden iiretme kabiliyeti (GSSG'nin azaltilmas1 yoluyla
veya GSH'nin sentezi yoluyla) hiicrenin oksidatif stresi yonetmedeki verimliligini
yansittigt bildirilmistir (Curtin ve ark. 2002, Lu ve ark. 2018). Ayrica, biyolojik
sistemlerde yaygin olarak bulunan diger kii¢iik molekiiller, C vitamini, tirik asit ve
bazi polifenoller de birincil savunma sisteminin bir parcasi olarak gorev

yapmaktadirlar (Vaya ve Aviram 2001, Lu ve ark. 2018).

Ikincil antioksidan savunma mekanizmalar1 ayni zamanda zincir kirma
reaksiyonu olarakta bilinmektedir. Bu mekanizma zararli radikalleri hapsederek

etkilerini erken bir agsamada durdurma gorevi gérmektedir. E vitamini (a-tokoferol)
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gibi antioksidanlarin, tiim hiicresel membranlarda bulundugu ve hiicreyi lipit
peroksidasyonuna karsi koruyucu gorevi oldugu bildirilmektedir (Vaya ve Aviram
2001). B-karoten en verimli siipiiriicii etkisini E vitamini ile ortaya koyarken, E
vitamininin p-karotenin konjuge cift bagini oksidasyondan korudugu belirtilmistir
(Lu ve ark. 2018).

2.4. Total Antioksidan/Oksidan Kapasite

Plazma ve viicut sivilarinda bulunan antioksidanlarin toplam etkisini total
antioksidan kapasite (TAK), oksidanlarin toplam etkisini ise total oksidan kapasite
(TOK) yansitmaktadir. Viicudun antioksidan/oksidan durumu antioksidan enzimlerin
aktivitesi ve oksidan/antioksidan molekiillerin konsantrasyonu ayri ayri1 Olciilerek
degerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu TAK ve TOK
6l¢timii ile daha kolay degerlendirilebilmektedir (Erel 2004, Erel 2005).

Antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlarinin laboratuvarlarda
ayr1 ayr1 Ol¢limlerinin yapilmasinin zaman alict olmasi, yogun is yiikii olusturmasi ve
pahaliya mal olan karmasik teknikleri gerektirmesi gibi bir¢ok ac¢idan olumsuzluklar
bulunmaktadir. Bu nedenle TAK o6l¢iimiiniin en ¢ok kabul géren yontem oldugu
belirtilmektedir (Wijnberger ve ark. 2003, Vlachos ve ark. 2006).

Total antioksidan kapasiteye katkida bulunan temel molekiiller (alblimin, lirik
asit, askorbik asit, a-tokoferol, bilirubin vb.) bulunmaktadir (Erel 2004). Insan
plazmasinda TAK’in % 85’inden fazlasini albiimin, {irik asit ve askorbik asitin

olusturdugu kaydedilmistir (Gitto ve ark. 2009)

Antioksidanlarda oldugu gibi serum ya da plazmada farkli oksidan
molekiillerin ayr1 ayr1 6l¢iimii pratik olmadigindan ve bu oksidanlarin bir arada etki
etmesi her birinin tek basina olusturdugundan daha fazla oksidan etki ortaya
¢ikarmasindan dolayr TOK Olglimiiniin daha yararli oldugu bildirilmektedir (Erel
2005). TOK; total peroksit, serum oksidasyon aktivitesi ve reaktif oksijen
metabolitleri gibi isimler de almaktadir (Erel 2005).
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2.5. Total Tiyol

Tiyoller, bir siilfhidril grubu (-SH) igeren organik bilesikler sinifini
olusturmaktadir. Bir karbon atomuna bagli bir siilfiir atomu ve bir hidrojen
atomundan olusmaktadir. Plazmadaki protein tiyolleri, protein siilfhidril gruplar ile
homosistein, sisteinilglisin, sistein ve GSH’dan olusan protein mix disiilfiirler
icermektedir. Insan plazmasinda indirgenmis homosistein, sisteinilglisin, sistein ve
glutatyon tiyolleri bulunmaktadir. Bu tiyoller diisiik molekiiler kiitleli disiilfitler,
homosistin, sistinilglisin, sistin ve GSSG seklinde de bulunmaktadir (Rossi ve ark.
2008). Hiicre icinde diisiik molekiiler agirlikli siilfidril/disiilfiir havuzunu 6zellikle
indirgenmis formda olan GSH/GSSG olusturmaktayken, plazmada ve biitiin olarak
hiicre disinda ise distilfid formunda bulunan sistein/sistin olusturmaktadir (Dalle-
Donne ve ark. 2008).

Dinamik tiyol disiilfit dengesinin, antioksidan koruma, detoksifikasyon,
sinyal iletimi, apoptoz, enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, transkripsiyon faktorleri
ve hiicresel sinyalizasyon mekanizmalarinda kritik rol oynadigi bildirilmektedir (Erel
ve Neselioglu 2014).

Viicuttaki total tiyol (TT), &zellikle protein tiyol (-SH) gruplari, canli
organizmanin baglica plazma antioksidanlar1 olarak kabul edilmektedir. Bu tiyol (-
SH) gruplarinin ¢ogu albiiminde bulunur ve viicut sivilarinda bulunan baslica

indirgeme gruplarini olusturmaktadir (Prakash ve ark. 2009)
2.6. Paraoksonaz 1

Paraoksonaz 1 (PON1) ilk olarak 19401arda, memeli dokularinda
organofosfatli pestisitleri hidrolize edebilen bir enzim olarak bildirilmistir (Mazur
1946). Aldridge tarafindan 1953'te dietil p-nitrofenil fosfati hidrolize edebilmesi

nedeniyle a-esteraz enzimi olarak tanimlanmistir (Aldridge 1953).

PONZ2’in, bir aril-dialkil fosfatin dialkil fosfat ve bir aril alkole hidrolize
edebilme kabiliyetinden dolayi, "Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi Enzim Komisyonu" tarafindan “arildialkilfosfataz” olarak smiflandirilmistir

(Mackness ve ark. 1998). Sonraki arastirmalar, PON1'in, bir laktonaz ve bir
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arilesteraz da oldugunu gostermistir (Khersonsky ve Tawfik 2006). PON1’in ayrica
oksidatif stres kosullar1 altinda iretilen H,O,'i indirgeme kabiliyeti ve okside
HDL’de lipit hidroperoksitlerini hidroksitlere indirgeme kabiliyeti nedeniyle de
peroksidaz benzeri bir enzim oldugu gosterilmistir (Aviram ve ark. 1998a, 1998b).

2.6.1. Paraoksonaz 1’in Biyokimyasal Onemi

Molekiiler kiitlesi yaklasik 43 kDa olan PON1, 354 amino asitten olusan bir
glikoproteindir (Gan ve ark. 1991). Enzimin HDL ile birlesimi ig¢in gerekli olan
hidrofobik sinyal dizisi N terminal bolgesinde bulunmaktadir (Mackness ve ark.
1998). Enzimin merkezinde biri enzimin katalitik aktivitesi i¢in digeri ise enzimin
stabilitesi i¢in gerekli olan iki Ca* iyonu bulunan bir tiinel bulunmaktadir (Harel ve
ark. 2004).

Sekil 4. PON1’in genel yapisi, HDL (kirmiz1 silindirler), yapisal kalsiyum katyonu (yesil) ve bir
fosfat anyonunun (g¢ubuklarin) baglandig: katalitik kalsiyum katyonuna (kirmizi) baglanan ii¢ alfa

helezonu gosterilmektedir (Rochu ve ark. 2007).

Merkezi tiinel enzimin aktif bolgesini olusturmaktadir. PON1 tarafindan etkili
bir sekilde hidrolize edilen substratlarin hidrofobik olmasi, enzimin aktif bolgesinin

hidrofobik olmasindan ileri geldigi bildirilmektedir (Aviram ve ark. 1998a).

Paraoksonaz 1 enzimi HDL ile yakindan iliskili bir glikoproteindir. Karaciger
tarafindan salgilanan PONZ1’in, antioksidan enzim olarak kabul edildigi, organizmada
organofosfat pestisitler ve norotoksik bilesiklerin hidrolizinden sorumlu oldugu
kaydedilmektedir (Fuhrman 2012, Mehdi ve Rizvi 2012). Ayn1 zamanda kolesterol
(CHOL) akisiyla iliskili olarak makrofajlar1 artirdigi, homosistein tiyolaktonu
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parcalayarak protein modifikasyonunu 6nledigi ve serbest radikalleri stabilize ettigi
belirtilen PON1’in, bdylece membran biitiinligiinii korudugu kaydedilmektedir
(Chistiakov ve ark. 2017).

PONZ1’in antioksidan aktivitesinin, sistein-284 {izerinde bulunan serbest
stlfhidril grubundan kaynaklandigi ifade edilmektedir (Kuo ve La Du 1995).
PON1’in LDL oksidasyonunun Onlenmesi sirasinda hidrolitik fonksiyonunun bir
miktar inaktivasyona ugradigi belirtilmistir (Aviram ve ark. 1998b). PON1’in, hem
H,O,’yi hem de kolesteril linoleat hidroperoksitleri gibi lipit peroksitlerini hidrolize
ederek oksidatif strese karsit onemli rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (Shekhanawar ve
ark. 2013). Paraoksonda bulunan O-P tipi ester bagi, fosfolipid peroksitler ve
kolesteril ester peroksitler ile iliskili lipoproteinlerde mevcut olabileceginden,
PONZ2’in fosfotriesteraz Ozelliginin de oksidatif strese karsi korumaya katkida
bulunabilecegi belirtilmistir (La Du 1996). PON21’in H;O, kaynakli lipit
peroksidasyonuna kars1 koruyuculugunun yaninda okside fosfolipidlerin olusturdugu

ve ONOO' birikimini de engelledigi tespit edilmistir (Rozenberg ve ark. 2003).

Paraoksonaz 1’in HDL ile iliskili kolesteril ester hidroperoksitlerini, LDL ile
iligkili olanlardan daha hizli bir sekilde indirgedigi, bunun sebebinin organizmadaki
PON1’in agirlikli olarak HDL ile iliskili olmasindan kaynaklandigr ileri
stirilmektedir. Bundan dolay1 PON1’in aslinda, LDL yerine HDLyi oksidatif strese
kars1 korumak igin ¢alistig1 belirtilmektedir (Bowry ve ark. 1992).

Hepatosit plazma membrani

Sekil 5. Paraoksonaz ve HDL arasindaki iliskinin sematik goriintiisi. HDL gegici olarak reseptor
aracilig1 ile hiicre yiizeyine baglanir, daha sonra PON1 hiicre yiizeyinden ayrilir ve Apolipoprotein Al
tarafindan tutularak HDL'ye baglanir (Sorenson ve ark. 1999).



17

Serum PONL1 enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunmaktadir. PON1’in
plazma lipoproteinlerinin ~ oksidasyonunun  Onlenmesinde  gérev  aldigi
bildirilmektedir (Mackness ve ark. 1985). PON1 enziminin HDL’nin apolipoprotein
Al ve apolipoprotein J (clustrein) proteinleri ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(Hasselwander ve ark. 1998). PON1 enziminin, N-terminal ucunda bulunan
hidrofobik yapidaki sonlanma bolgesi araciligi ile fosfolipidler ve lipoproteinlere

baglandig: bildirilmektedir (Sorenson ve ark. 1999).

GHRELIN

Sekil 6. HDL molekiiliiniin sematik gosterimi. (PON1: Paraoksonaz, HPBP: Insan Fosfat Baglayici
Protein, PAF-AH: Trombosit Aktive Edici Faktor Asetilhidrolaz, LCAT: Lesitin Kolesterol Asetil
Transferaz, GHRELIN: Ghrelin hormonu (aglik hormonu)) (Rochu ve ark. 2007).

Dolasimdaki PON1 ve HDL arasinda siki bir iliski oldugu, PON1’in sadece
HDL tarafindan serbestlestirildikten sonra endojen substrati ile etkilesebildigi ve
biyolojik ozelliklerini sergileyebildigi belirtilmistir. Bunun karsiliginda da PON1’in
HDL’yi oksidasyondan korudugu kaydedilmistir (Blatter Garrin ve ark. 2006).

2.7. Sialik Asit

Sialik asitler (SA), noyraminik asidin genel ¢ekirdek yapisinda, bilinen 50°nin
tizerinde tiirevden olusan, negatif yiiklii dokuz-karbonlu monosakaritlerin genis bir

ailesini olusturmaktadir (Vimr ve Lichtensteiger, 2002).

Sialik asitler tipik olarak, en distaki hiicre ylizeyi glikokonjiigatlarina bagh
terminal rezidiiler olarak bulunmaktadirlar. Memeliler, viriisler ve bakteriler dahil
cesitli organizmalarda tespit edilmislerdir. Asetilasyon ve glikolilasyonu igeren

cesitli dogal modifikasyonlar gosterdikleri de bildirilmistir (Schauer 2009). Bu
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kimyasal cesitliligin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, bir hipoteze gore;
sialik asitlerdeki modifikasyonlarin, konak¢i patojen etkilesimleri ile evrimsel
seleksiyon sonucu meydana geldigi 6ne siiriilmektedir. Sialik asit rezidiileri i¢indeki
kimyasal varyasyonlara ek olarak, sialik asitler ve temelindeki glikanlar arasindaki
cesitli glikozidik baglantilardan (0-2,3-, o -2,6- ve a -2,8-) ek cesitlilik ortaya
¢ikmaktadir (Harduin-Lepers ve ark. 2005). Ayrica sialik asitler, bu glikanlarin temel
karbonhidrat zincirine ¢esitli potansiyel baglantilar1 ve sialik asit kalintilar1 tizerinde
cesitli modifikasyonlar1 nedeniyle hiicre yiizeyi glikanlarinin yapisal cesitliligine

katkida bulunmaktadir (Schauer 2009).
2.7.1. Sialik Asitin Biyokimyasal Onemi

Sialik  asitler terminal lokalizasyonlar1 ve hiicre yiizeylerinde
bulunmalarindan dolay: hiicre dig1 ortama maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle hiicresel
tanima alanlarinin maskelenmesi ve hiicresel etkilesimlere aracilik etmektedirler.
Bununla birlikte i¢sel veya digsal reseptor gorevi gordiiklerinden gesitli fizyolojik ve
patolojik islemlerde 6nemli rol oynadigi ve tiimor metastazi ile de yakindan iliskili
oldugu bildirilmistir (Varki 2008). Makromolekiilleri fagositik bozulmalardan veya
dogal immiin yanittan korumak i¢in, molekiillerin tanima alanlarinin korunmasinda
rol oynamaktadir (Ley 2003). SA’larin hiicrelerin kimligi gibi gorev yaparak onlari
immiinolojik saldirilara karsi koruduklar kaydedilmektedir (Schauer 2009). Buna
karsilik, yiizeylerinde SA bulundurmayan yabanci hiicrelerin, konak¢i immiin
savunma sistemi tarafindan bozulmaya egilimli olduklar1 ifade edilmektedir
(Pangburn 2000).

Kompleman sistem, patojenlerin ve diger konakg1 hiicrelerin yok edilmesine
katilan immiin sistemin temel bir bileseni olarak tanimlanmaktadir. Serbest ve zara
bagli kompleman regiilatorlerin, hiicreleri ve dokulari, istenmeyen kompleman
aracili yaralanmalardan koruduklar1 bildirilmektedir. Kompleman faktér H’nin (FH),
kandaki ve hiicre ylizeylerindeki alternatif yolu kontrol etmek icin gerekli olan
¢Oziinebilir bir kompleman regiilatér oldugu kaydedilmistir. FH fonksiyonu igin,
hiicre tanima ligandlarin1 (polianyonlar, C3b/C3d) normal sekilde taninmasi gerektigi

ileri stirtilmektedir (Ferreira ve ark. 2010). FH’nin, hiicre yiizeyi glikokonjugatlarinin
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SA’larma baglandigi ve konakgi hiicreleri, immiin yanitin baglangicinda alternatif
kompleman yolunun 6ldiirme basamagindan korudugu ileri siiriilmiistiir (Pangburn
2000). Yani bakterilerin (6rnegin; Pseudomonas aeruginosa ) kendi glikan diizenini
taklit etmek ve konakg1 kanindan FH’yi almak i¢in yiizeylerinde SA bulundurduklari
ve boylece kendilerini kompleman aracili immiin yanittan koruduklari bildirilmistir
(Parente ve ark. 2017).

Sialik asitler mikrobiyal infeksiyonlardan sorumlu en sik bulunan
monosakkaritler olduklar1 i¢in hastaliklarin patogenezinde de 6nemli role sahiptir.
Ciinkii cesitli bakteriyel ve viral patojenler, sialik asit aracili etkilesimler yoluyla
konakg1 hiicrelere baglanmaktadir (Suzuki ve ark. 2000, Lehmann ve ark. 2006). Bu
yabanci patojenler, konakei hiicrelere tutunmayi kolaylastirmak i¢in yiizeylerinde SA
taniyan proteinleri bulundurmaktadir (Varki 2008). SA’lar immiinoglobulin benzeri
lektinler (Siglecs) olarak bilinen hiicre yiizey proteinlerine tutunmaktadir (Haines-
Menges ve ark. 2015). Pek ¢ok patojenin, konak¢1 immiin tepkisini manipiile etmek
icin konak¢idan SA’lar1 sentezledikleri veya aldiklar1 da bildirilmistir (Khatua ve
ark. 2013).

2.8. Astaksantin

Astaksantin gesitli mikroorganizmalarda ve deniz canlilarinda bulunan bir
ksantofil karotenoiddir (Higuera-Ciapara 2006). Karotenoidler; siyanobakteriler,
algler, bitkiler, bazi mantarlar ve baz1 bakteriler tarafindan dogal olarak
sentezlenebilmekte, ancak memeliler tarafindan uretilememektedir. Gida
kaynaklarindan karotenoid aliminin, karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri nedeniyle
meme, akciger, ovaryum, kolorektal, prostat kanseri ve kardiyovaskiiler veya g6z
hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalik riskini azalttiklar1 kaydedilmistir (Merhan 2017).
Astaksantin’in diger karotenoidlerden daha giiglii biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Pashkow 2008).

Astaksantin deniz iriinlerinden veya Haematococcus pluvialis'ten elde
edilmektedir. Haematococcus pluvialis, yiiksek tuzluluk, azot eksikligi, yiiksek
sicaklik ve 151k gibi stres kosullarinda yiiksek astaksantin igerigi biriktiren yesil bir
mikro algdir (Sarada ve ark. 2012). Haematococcus pluvialis'ten iiretilen astaksantin,
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insan tiikketimi i¢in ana kaynaktir (Kidd 2011). Astaksantin, somon, alabalik ve
karides yemlerinde bir pigment kaynagi olarak kullanilmaktadir (Higuera-Ciapara
2006). Insanlarda ve hayvanlarda diyet takviyesi olarak kullaniimakta olan
astaksantin tiiketiminin, insanlarda ve hayvanlarda cesitli bozukluklarin risklerini
Onleyebilecegi veya azaltabilecegi ifade edilmektedir (Guerin ve ark. 2003).
Astaksantin’in  bir besin takviyesi olarak kullaniminin gidalarda, yemlerde,

nutrasotikler ve ilaglarda hizla arttigr belirtilmektedir (Ambati ve ark. 2014).
2.8.1. Astaksantin’in Biyokimyasal Onemi

Astaksantin’in dogal kaynaklar1 alg, yosun, maya, somon, alabalik, krill,
karides ve kerevittir. Ticari astaksantin esas olarak Phaffia mayasi, Haematococcus
ve kimyasal sentez yoluyla iretilmektedir. Haematococcus pluvialis, dogal
astaksantin’in en iyi kaynaklarindan birini olusturmaktadir (Ranga Rao ve ark.
2010). Diyetle astaksantin alimi i¢in karides, yenge¢ ve somon tercih edilebilecegi
bildirilmistir. Glinde 3,6 mg astaksantin takviyesinin sagliga faydali olabilecegi ileri

stirilmektedir (Iwamoto ve ark. 2000).

Astaksantin, yapisinda karbon hidrojen ve oksijen atomlar1 igeren bir
karotenoiddir (Sekil 7). Birbirleriyle bir polien zinciri ile bagl: iki terminal halkadan
olugsmakta olan bu molekiil, her iki ucunda hidroksil (-OH) grubu bulunan B-iyonon
halkasiin 3,3 pozisyonlarinda bulunan iki asimetrik karbona sahiptir. Sayet, -OH
grubu bir yag asidi ile reaksiyona girer ise mono-ester, her iki -OH grubu yag asitleri
ile reaksiyona girdiginde ise sonug olarak bir di-ester olugsmaktadir (Higuera-Ciapara
2006)

Astaksantin stereoizomer, geometrik izomer, serbest ve esterlesmis gibi
cesitli formlarda bulunabilmektedir (Higuera-Ciapara 2006). Stereoizomerler (3S,
3'S) ve (3R 3'R) dogada en bol bulunanlardir. Haematococcus (3S, 3'S)-izomerini
biyosentez ederken maya Xanthophyllomyces dendrorhous (3R,3'R)-izomerini
tiretmektedir (Hussein ve ark. 2006). Sentetik astaksantin (3S, 3'S) (3R, 3'S) ve (3R,
3'R) izomerlerinden olusmaktadir (Foss ve ark. 1987). Astaksantin, CsoHs,04
molekiiler formiiliine sahiptir ve molar kiitlesi 596,84 g/mol’diir (Higuera-Ciapara
2006).
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Sekil 7. Astaksantin’in molekiiler yapisi (Higuera-Ciapara 2006).

Astaksantin, konjuge cift bag, -OH, keto gruplar1 icermekte ve hem lipofilik
hem de hidrofilik 6zellikleri bulunmaktadir (Higuera-Ciapara 2006). Kirmizi renk,
bilesigin ortasindaki konjuge ¢ift bagdan kaynaklanmaktadir. Bu tir cift bag
bulundurmasindan dolay1 elektronlar1 vererek ve serbest radikallerle reaksiyona
girerek daha istikrarli bir iiriin olmalart i¢in giiglii bir antioksidan gorevi gordiikleri
kaydedilmektedir (Guerin ve ark. 2003). Hiicre zar ile igeriden disariya dogru
baglanabilir olmasinin, astaksantin’e diger antioksidanlara gore daha iyi biyolojik
aktivite gosterme yetisi kazandirdig: bildirilmektedir (Sekil 8, Yuan ve ark. 2011).

Horaid Fosfolipidler s
Hiicreidig (hidrofilik) T

) /
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Sitoplazma Astaksantin

Sekil 8. Astaksantin’in hiicre zarindaki pozisyonunun sematik goriintiisii (Yamashita 2013).

Oksidatif hasara yol agabildigi bildirilen oksidatif molekiillerin, karotenoidler
gibi endojen ve eksojen antioksidanlar tarafindan inhibe edilebildikleri ve
astaksantin’in de oksidasyonu inhibe edebilen antioksidan molekiillerden oldugu
kaydedilmektedir (Naguib 2000).

Karotenoidler, zincir reaksiyonlarini sonlandirmak i¢in singlet oksijenini ve
temizleyici radikalleri sondiirerek antioksidan aktivite gosteren uzun konjuge ¢ift
bagli polien zincirinden olugmaktadir. Karotenoidlerin biyolojik yararlari, hiicre
zarlariyla fiziksel ve kimyasal etkilesiminden ileri gelen antioksidan 6zelliklerinden
kaynaklandigi, astaksantin’in, lutein, likopen, a-karoten ve B-karoten gibi cesitli
karotenoidlere kiyasla daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu One
stiriilmektedir (Naguib 2000, Merhan ve ark. 2016).
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Astaksantin kaynagi olarak Haematococcus biomass ile beslenen ratlarda
plazma ve karaciger CAT, SOD, peroksidaz ve tiyobarbiitirik asit reaktif maddeler
(TBARYS) yiiksek bulundugu ve serbest radikallere karsi astaksantin’in B-karoten ve
lutein’den daha iyi koruma sagladigi bildirilmistir (Ranga Rao 2010). Astaksantin’in,
yapisinda bulunan her bir iyonon halkasi iizerinde bulundurdugu -OH grubu ve keto
kisimlar1 sayesinde yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (Hussein
ve ark. 2006, Liu ve Osawa 2007). Ayrica antioksidan aktivitesinin, zeaksantin,
lutein, kantaksantin ve B-karoten’den 10 kat ve o-tokoferolden ise 100 kat daha
yiiksek oldugu belirtilmektedir (Miki 1991).

Karotenoidlerde bulunan fonksiyonel gruplarin pro-oksidatif katki olmadan
yiksek antioksidan aktivite gosterebildigi bildirilmektedir (Martin  1999).
Astaksantindeki polien zinciri, radikalleri hiicre zar1 iginde hapsetmekte ve terminal
halkasit da hiicre zarmnmn dis ve i¢ kisimlarmdaki radikalleri temizleyebilmektedir.
Diyetine astaksantin eklenen tavsanlarda serum SOD ve tioredoksin rediiktaz
aktivitesinde artisa ve paraoksonaz aktivitesinde ise azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Augusti ve ark. 2012). Baska bir g¢alismada ratlarda etanol ile
olusturulmus gastrik iilser modelinde astaksantin ile beslenen ratlarin antioksidan
enzim seviyelerinin arttigi tespit edilmistir (Kamath ve ark. 2008). Astaksantin’in

lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi de bildirilmektedir (Goto ve ark. 2001).

Bu ¢alismada, 3-nitropropionik asit ile ratlarda olusturulan oksidatif ovaryum
hasarma kargs1 astaksantin’in koruyucu etkisi biyokimyasal ve histopatolojik olarak

arastirilmastir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanhiginin (KAU-HADYEK) 25.06.2016 tarih ve 2016/034 kodlu etik kurul
onay1 ile yapildi.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan Wistar albino disi ratlar (32 adet 8-10 haftalik ve 190-
210 g agirhiginda), Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisi’'nden temin edildi.
Calismanin deneysel asamalar1 Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde yiiriitiildii. Calismada kullanilacak ratlarin sekstiel siklus
donemlerini belirlemek amaciyla vaginal sitoloji yapildi. Yapilan sitolojik
degerlendirmede c¢ekirdekli siiperfisiyal hiicreler tespit edilen follikiiler evredeki
ratlar ¢alismaya dahil edildi (Sharp ve LaRegina 1998). 25+2°C sicaklik, %60-65
nem ve 12 saat karanlik ve 12 saat aydinligin saglandigi deney kosullar1 altinda, bir
haftalik adaptasyon dénemini takiben her grupta 8 adet olacak sekilde olusturulan 4
gruba yem ve igme suyu ad libitum olarak verildi. Uygulama gruplar1 ve uygulama

sekilleri asagida tarif edildigi sekilde tasarlandi:

Kontrol grubu (K): Intraperitoneal (i.p.) tasit madde (astaksantin igin) PBS
(pH 7.,4) soliisyonu uygulandi.

Astaksantin grubu (AS): 80 mg/kg/gin PBS igerisinde ¢6zdiiriilmiis
astaksantin 14 giin siire ile i.p uygulandi.

3-Nitropropiyonik asit grubu (3-NPA): 12,5 mg/kg/giin 3-nitropropiyonik
asit 7 giin siire ile giinde 2 kez (12 saat arayla) i.p. uygulandi (Zhang ve ark. 2015).

3-Nitropropiyonik asit + Astaksantin grubu (3-NPA+AS): 80 mg/kg/giin
astaksantin 14 giin siire ile i.p uygulandi. Uygulamanin 8. giliniinden itibaren 12,5
mg/kg/glin 3-nitropropiyonik asit 7 giin siire ile giinde 2 kez (12 saat arayla) i.p.
uygulandi.

Uygulama oncesi ile uygulamanin 7. ve 11. giinlerinde fasiyal ven’den

(submandibular kanatma yontemiyle) ve son uygulamadan 24 saat sonra anestezi
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altinda kalpten (intrakardiyak punktur ile) heparinli tiiplere kan alindiktan sonra,

hayvanlara servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi islemi uygulanda.

Otenaziyi takiben hayvanlardan cerrahi islemlerle ovaryum doku ornekleri
alindi. Bunlarin bir kismi histopatolojik inceleme i¢in % 10’luk formaldehit
soliisyonu bulunan numune kaplarinda muhafaza edilerek uygun sartlarda patoloji
laboratuvarina gonderildi. Biyokimyasal testler i¢in ayrilan doku ornekleri fosfat

buffer salin (PBS) ile tamponlandi.
3.2. Metot
3.2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch-Biotek, Shimadzu UV-1201)
Deiyonize su cihazi (Niive)

Ayarlanabilir otomatik pipetler (Isolab 5-1000 pul)
Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Manyetik karistirict (Labinco)

Homojenizator (Wiggen Hauser)

Buzdolabi1 (Bosch)

Su banyosu (Niive)

Hassas terazi (Scaltec)

pH metre (inoLab)

Vorteks (Labinco)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

1,1,3,3-Tetraetoksipropan (Sigma)

3-Nitropropiyonik Asit (Sigma-Aldrich)
5,5’-(2-Ditoyobis Nitrobenzoik Asit) (DTNB) (Sigma)
Aseton (Sigma-Aldrich)

Astaksantin (Carbosynth)

Cinko Siilfat (Znso4) (Merck)

Disodyum Hidrojen Fosfat (Fluka)

Etanol (Sigma-Aldrich)
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Etilendiamin Tetra Asetik Asit (Merck)
Hidroklorik Asit (Merck)

Kalsiyum Kloriir (Sigma-Aldrich)
Metafosforik Asit (Merck)
Monosodyum Hidrojen Fosfat (Fluka)
N- Biitanol (Merck)
N-(1-Naftil)Etilendiamin Dihidrokloriir (NEDD) (Merck)
Noraminik Asit (NANA) (Sigma)
Paraokson (Supelco)

P-Dimetil Amino Benzaldehid (Merck)
Perklorik Asit (Merck)

Rediikte Glutatyon (GSH) (Merck)
Sodyum Hidrojen Fosfat (Merck)
Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich)
Sodyum Kloriir (Sigma-Aldrich)
Sodyum Nitrat (Sigma-Aldrich)
Sodyum Nitrit (Sigma-Aldrich)

Sodyum Sitrat (Merck)

Siilfanilamid (Alfa-Aesar)
Tiyobarbiitirik Asit (Merck)

Total Antioksidan Kapasite Kiti (Rel Assay)
Total Oksidan Kapasite Kiti (Rel Assay)
Total Tiyol Kiti (Rel Assay)

Triklor Asetik Asit (Merck)

Tris-HCL (Sigma-Aldrich)

Vanadyum (IIT) Kloriir (VCl3) (Merck)

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Plazma orneklerinin hazirlanmasi: Kan o6rnekleri, 3000 rpm/15 dakika
santriflij edilerek plazma elde edildi. Plazma numuneleri analizlerin yapilacagi giine

kadar -40°C’de derin dondurucuda saklandi.
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Doku homojenizasyonu: 0,1 M Fosfat tamponu (PBS, pH 7,4): 250 mL’lik
balon joje igerisine bir miktar distile su alindiktan sonra iizerine 18,93 g NaCl, 3,075
g NapHPO4.2H,0 ve 2,075 g NaH,PO,4.2H,0’dan eklendi. Cozdiiriildiikten sonra
hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Biyokimyasal testler i¢in alinan 0,1 g ovaryum doku 6rnekleri fosfat tamponu
ile (PBS) 5 kat sulandirildi. Ardindan buz tizerinde, 12.000 rpm/2 dk homojenizator
vasitasiyla homojenize edilerek, sogutmali santrifiij cihazinda 15000 rpm/10 dk
santrifiij edildi. Biyokimyasal analizler i¢in siipernatant alinarak testlerin yapilacagi
giine kadar -40°C’de saklandi.

3.2.3.1. Rediikte Glutatyon Analizi

Tam kan GSH analizi, Beutler ve ark. (1963) belirttigi yontem ile
spektrofotometrik olarak yapildi.

Analizin prensibi: Silfhidril (-SH) grubu tagimayan tiim proteinler
¢oktiiriilir. Coktiirmeden sonra -SH gruplar1t DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit)
ile sar1 renkli kompleksler olusturur. Bu komplekslerin absorbanslarinin 412 nm

dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmesiyle GSH konsantrasyonu hesaplanir.

Analizde kullanmilan c¢ozeltiler: Coktiiriici (1,67 g metafosforik asit, 0,2 ¢
etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) ve 30 g NaCl alinarak hacmi 100 mL'ye
tamamlandi), Fosfat c¢ozeltisi (53,4 g Na,HPO42H,O bir miktar distile suda
cozdiriildikten sonra hacim litreye tamamlandi) ve DTNB Cozeltisi (Ellman's
¢ozeltisi) (% 1'lik sodyum sitratta 40 mg DTNB ¢ozdiiriildiikten sonra hacim 100

mL'ye tamamlandi).

Analizin yapihsi: Kor, standart ve test tiipleri alindi. Test tiipiine, 200 pL
EDTA'l kan, standart tiipiine 200 pL standart ¢ozeltilerinden (2,5 -5 - 10 - 20 - 40 -
60 ve 80 mg/dL GSH) alinarak tizerine 1800 pL distile su ve 3 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti
eklendi. Kor tiipiine ise 800 pL distile su ve 1200 pL ¢oktiiriicti ¢ozelti ilave edildi.
Tiipler vorteksle karistirilarak buzlu suda 5 dk bekletildi. Daha sonra 3000 rpm/10 dk
santrifiij edildi. Kor tiip aynen alindi, standart ve test tiiplerinden 2 mL siipernatant

diger tiiplere aktarildi. Tim tiiplere 8 mL fosfat ¢6zeltisi ilave edilerek karistirildi.
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Tekrar 1 mL DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda kore karsi tiim tiiplerin optik
dansitesi okundu. Standart grafikten yararlanilarak GSH diizeyleri mg/dL olarak
hesaplanda.

04 -
0,35 -
03 -
0,25

y =0,0042x - 0,0037
R?=0,9982

o
N)

0,15
0,1
0,05

Absorbans

0 20 40 60 80 100
mg/dL GSH

Sekil 9. GSH analizi standart grafigi
3.2.3.2. Malondialdehit Analizi

Plazma MDA analizi, Yoshioka ve ark. (1979) belirttigi yontem ile
spektrofotometrik olarak yapildi.

Analizde kullanmilan c¢ozeltiler: % 20'lik Trikloroasetik asit (TCAA) ve %
0,67 tiyobarbiitirik asit (TBA).

Analizin yapihsi: Kor, standart ve test tiiplerine sirasiyla 0,5’er mL distile su,
standart ¢ozeltisi (2,5-5-10-20-40 pmol/L 1,1,3,3,-tetraectoksipropan) ve numune
konuldu. Kor tiipiine 3 mL, standart ve test tiiplerine ise 2,5 mL % 20'lik TCAA
eklendi. Tim tiplere 1 mL TBA eklenerek tiipler su banyosunda 90 °C/30 dk
bekletildi. Tiipler sogutulduktan sonra 4 mL n-biitanol ilave edildi. Tiipler vorteksle
calkalandiktan sonra 3000 rpm/10 dk santrifiij edildi. Renkli siipernatant (n-biitanol
tabakas1) spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda kore karst okundu. Tespit edilen
absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirilerek MDA konsantrasyonu

hesapland1 ve sonuglar pmol/L olarak verildi.
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Sekil 10. MDA analizi standart grafigi
3.2.3.3. Nitrik Oksit Analizi
Miranda ve ark. (2001) belirttigi yontem ile spektrofotometrik olarak yapildi.

Analizin prensibi: Belirtilen analiz metodunda Vanadyum (III) kloriir
etkisiyle nitrat nitrite donistiiriilir. Olusan nitrit, asidik ortamin etkisiyle
stilfanilamid ve N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyona girerek renkli
diazonyum kompleksini olusturur. Daha sonra bu kompleks bilesik 540 nm dalga
boyunda spektrofotometrede Olgiiliir. Nitrat ve nitritin konsantrasyonlarinin toplami

NO konsantrasyonunu vermektedir.

Analizde kullanilan coézeltiler: % 10’luk ¢inko siilfat ¢ozeltisi, 0,3 M
NaOH, 1 M HCI cozeltisinde c¢ozdiiriilmiis % 0,8’lik Vanadyum (III) Kloriir
¢ozeltisi, Griess ayraci (esit oranlarda karistirilmis % 0,1 N-1-Naftil-etilendiamine
dihidrokloriir ile % 5°’lik HCI’de hazirlanmis % 2’lik siilfanilamid ¢ozeltisi), 1 mM
nitrit (NaNO,) standart ¢cozeltisi ve 1 mM nitrat (NaNO3) ¢ozeltisi.

Numunelerin deproteinizasyon islemi: 400 pL. numune iizerine 200 pL 0,3
M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve 5 dakika beklendikten sonra 200 uL %
10’luk ZnSOy ilave edilerek islem tekrarlandi. Daha sonra numuneler 14000 rpm’de

10 dakika santrifiij edildi ve analiz i¢in slipernantant alindi.

Nitrat analizi: Kor kuyucuguna distile su, standart kuyucuklarina (25-12,5-
6,25-3,125 ve 1,5625 uM) standart ve geriye kalan kuyucuklara ise numune 100 uL
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olarak konuldu. Tiim kuyucuklara VClz’den 100 pL konuldu. Ardindan iizerine

griess ayiracindan 100 uL eklenerek 37°C dereceye ayarlanmis etiivde 30 dakika

inkiibasyona birakildi.

Stirenin  sonunda 540 nm dalga boyunda kore Kkarsi

absorbanslari 6l¢iildii. Standartlardan yararlanilarak sonuglar hesaplandi.
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Sekil 11. Nitrat analizi standart grafigi

Nitrit analizi: Yukarida tarif edilgi sekilde 100’er uL distile su, standart

ve numune ilgili kuyucuklara konuldu. Ardindan griess ayracindan 100 pL eklenerek

37°C de 30 dk inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda 540 nm dalga boyunda kore

kars1 absorbanslari 6l¢iildii. Standartlardan yararlanilarak sonuglar hesaplandi.
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R*=0,9994
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Sekil 12. Nitrit analizi standart grafigi

Nitrik oksit konsantrasyonunun hesaplanmasi: Nitrat ve nitrit sonuglarinin

toplanmasi ile nitrik oksit tespit edildi. Sonuglar uM olarak verildi.
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3.2.3.4. Total Sialik Asit Analizi
Sydow’un (1985) belirttigi yontem ile spektrofotometrik olarak yapilmistir.

Analizde kullamilan cozeltiler: % 5°lik perklorik asit ¢6zeltisi ve taze
hazirlanmig Ehrlich ayract (50 mL yogun HCl’de 5 g p-dimetilaminobenzaldehit

¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi).

Analizin yapilisi: Numuneden ve standartlardan (100, 50, 25, 12,5 mg/dL)
0,2 mL bir kapakli cam tiiplere konuldu. Uzerine 1,5 mL plazma iizerine hazirlamis
oldugumuz % 5’lik perklorik asit ¢ozeltisinden 1,5 mL eklenerek benmaride 5 dk
kaynatildi ve sogutuldu. Ardindan santrifiij (2500 rpm 4 dk) islemi yapildi ve
siipernatanttan 1 mL bagska kapakli cam tiiplere alind1. Uzerlerine Ehrlich ayiracinda
0,2 mL eklenerek 15 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra tizerlerine 1 mL distile
su konularak 525 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunan optik dansiteleri
(OD) ile hazirlamis oldugumuz standart egriden yararlanilarak sonuglar hesaplandi

ve mg/dL olarak verildi.
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Sekil 13. TSA analizi standart grafigi
3.2.3.5. Paraoksonaz Aktivitesi

Eckerson (1983) ve Giilcii’niin (2003) metotlarina gére spektrofotometrik

olarak yapildu.

Analizin  prensibi: PON1 enziminin  paraoksonu (0,0-dietil-O0-p-

nitrofenilfosfat) hidrolizi ile olusan p-nitrofenoliin spektrofotometrede 412 nm dalga
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boyunda kinetik olarak oOlgiilmesidir. PON1 aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol

paraoksonun déniistiirdiigii p-nitrofenol molekiilii sayis1 (Unite), olarak hesaplandi.

Analizde kullanilan ¢ozeltiler: 0,1 M HCI ¢ozeltisi (1 M HCI ¢ozeltisinden
10 mL alnarak distile su ile hacim 100 mL’ye tamamlanir) ile 0,1 M Tris
¢ozeltisinin (1,21 g tris distile suda ¢ozdiriildiikkten sonra hacmi 100 mL’ye
tamamlanir), kullanilmasiyla hazirlanan 20 mM’lik Tris-HCI tampon soliisyonu (29
mL 0,1 M HCI ve 50 mL 0,1 M Tris ¢ozeltileri karistirilip pH 8’e ayarlandiktan
sonra hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir) ve 2 mM CaCl; ile 2 mM
paraoksondan olusan ¢alisma ayraci (29,4 mg CaCl,.2H,O’nun bir miktar Tris-HCI
tampon soliisyonunda ¢ozdiirtildiikten sonra tizerine 1,5mL asetonda ¢6zdiiriilmiis
44uL paraokson eklenir ve hacim tris-HCI tamponu soliisyonu ile 100 mL’ye

tamamlanir).

Analizin yapilisi: Kor kuyucuguna 8 pL distile su ve numune kuyucuklarina
ise 8 uL numune konulduktan sonra, tizerine biitiin kuyucuklara 280 pL g¢alisma
ayiract eklenir. Spektrofotometre ile 25°C’de ve 412 nm dalga boyunda, 2 dk

boyunca kinetik olarak kore karsi okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi:

AA/dk x Sf x 10°
ex 1/06

U/L (umol/dk/L)=

AA/dk; dakikada absorbans degisimi, €; 1829 (p-nitrofenliin molar absorbsiyon

katsayisi), Sf; Seyreltme faktorii (total hacim/numune hacmi), 105 umol’e ¢evirme

faktori, 1/ 0,6; plate 151k yolunun uzunlugu.
3.2.3.6. Total Antioksidan/Oksidan Kapasite Analizleri

Plazma ve ovaryum TAK ve TOK analizleri ticari kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep/Tiirkiye) kullanilarak spektrofotometrik yontemlerle yapildi. Oksidatif
stres indeksi TAK ve TOK verileri kullanilarak hesaplandi. OSI= [(TOK,
umol/L)/(TAK, pmol /L) x 100]. OSI birimi AU (Arbitrary Unit) olarak verildi (Erel
2004, 2005).



32

3.2.3.7. Total Tiyol Analizi

Plazma TT analizi ticari kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep/Tiirkiye)

kullanilarak spektrofotometrik yontemlerle yapildi.

Analizin prensibi: Bu yontemde numunede bulunan dinamik disiilfid baglar
sodyum borohidrid (NaBH4) ile fonksiyonel thiol gruplarina (—SH) indirgenir.
Kullanilmayan sodyum borohidrid (NaBH4) kalintilar1 formaldehit ile tamamen
tiikketilir. Boylece DTNB’nin ekstra indirgenmesi ve daha sonra olusan disiilfid
baginin indirgenmesi dnlenmis olur. Indirgenmis ve native tiyol gruplar1 dahil olmak
lizere tiim tiyol gruplari, 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) ile reaksiyon
sonrasi tespit edilir (Erel ve Neselioglu 2014).

3.2.3.8. Lipit Profili Analizleri

TG, CHOL ve HDL ol¢iimii ticari kit (Spinreact Co., Spain) kullanilarak
spektrofotometrik yontemlerle yapildi. LDL konsantrasyonu Friedewald formiilii
(LDL= CHOL- HDL-(TG/5)) ile hesaplanarak bulundu.

3.2.4. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler amaciyla, hayvanlarin sistemik nekropsilerini
takiben ovaryumlardan doku ornekleri alindi ve % 10'luk tamponlu ndtral
formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin
bloklardan 5 mp kalinhiginda kesitler alinarak Hematoksilen Eosin (HE) ile boyanip

151k mikroskobunda incelendi.

Ovaryum follikiilleri; primordial, primer, preantral ve antral follikiiller olarak
kategorize edildi (Borgeest ve ark. 2002) ve histopatolojik yonden incelendi.
Ovaryum follikiilleri; belirgin bir ¢ekirdege sahip olan saglam bir oosit tek sirali
yassi1 grantiloza hiicreleri tarafindan sarilmis ise primordial follikiil, oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri tek sirali ve kiiboidal ise primer follikiil, belirgin niiklousa sahip
oositi ¢ok sirali follikiil epitel hiicreleri tarafindan sarilmis ise preantral follikiil,
oositi gevreleyen graniiloza hiicreleri 5 sira veya daha fazla ise ve antrum mevcut ise

antral follikiil olarak kategorize edildi.
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3.2.5. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi islemi i¢in SPSS 18.0 Paket
Program kullanildi. Oncelikle verilerin normalligi degerlendirildi. Bunun igin
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi yapildi. Verilerin normal dagilim
gostermesinin tespit edilmesiyle gruplar arasi karsilagtirma tek yonlii varyans
analiziyle (one way ANOVA) post hoc karsilastirma Tukey HSD testi ile
degerlendirildi. Bagimli o6rneklemelerin istatistiksel karsilagtirmas1 repeated
measured ANOVA ile, post hoc karsilastirmasi ise Bonferroni ile degerlendirildi.
Gruplar arasi korelasyon analizi (Spearman’s correlation test) ile parametrelerin
negatif (-) ya da pozitif (+) iliskine bakildi. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (X +
SD) seklinde belirtildi. Istatistiksel analizde P<0,05 veya daha kiiciik degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tam kan GSH konsantrasyonu ve plazma PONL1 aktivitesi ile MDA, NO,
TSA, TT, CHOL, TG, HDL ve LDL konsantrasyonlar1 Tablo 1’de, uygulama oncesi
(0. giin) ile uygulamanin 7., 11., giinleri ve uygulama sonrasi (15. giin) plazma TAK,
TOK ve OSI seviyeleri Tablo 2’de, ovaryum dokusu TAK, TOK ve OSI degerleri ise
Tablo 3’te gosterildi. Plazma K, AS, 3-NPA+AS ve 3-NPA gruplarinin biyokimyasal

parametreleri arasindaki korelasyonlar ise Tablo 4’te verildi.

Tablo 1. Tamkan GSH, Plazma MDA, NO, TSA, TT,

konsantrasyonlar1 ve PON1 aktivitesi

CHOL, TG, HDL, LDL

Parametreler K AS 3-NPA+AS 3-NPA P degeri
GSH mg/dL 65,33+6,17° 58,62+5,23° 48,42+3,79" 36,18+10,33% bkl
MDA pmol/L  6,15+2,43° 5,79+1,94% 6,69+2,47° 10,46+2,66" ok
NO pmol/L 0,51+0,07° 0,42+0,09° 0,52+0,11° 1,16+0,43° Hokx
TSA mg/dL 78,31+8,42° 76,76+5,18° 70,52+4,84° 96,98+8,04° ek
TT pmol/L  269,07+52,34  281,42+41,03  258,61+55,34  197,12+55,44 OD
PON1 U/L 77,91+12,37° 83,24+8,76" 74,22+18,05" 47,57+13,12° Hokx
CHOL mg/dL  60,70+6,61° 61,64+7,38° 64,54+9,32% 74,13+6,91° o

TG mg/dL 55,66+7,29° 57,71£6,44®°  63,27+10,97® 68,45+7,79° *

HDL mg/dL  30,07+4,31° 32,48+4,91° 29,01+4,34° 21,81+5,01° ok
LDL mg/dL 19,49+4,08° 17,62+8,19° 22,90+10,95° 38,63+9,65" ek

A Her satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farki gostermektedir. *: P<0,05, **:

P<0,01, ***: P<0,001, OD: Istatistiksel olarak énemli degil
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Tablo 2. Giinlere gére TAK, TOK, OS] seviyeleri

meAO*;L K AS 3-NPA+AS 3-NPA P degieri
0.giin 1,49+0,22 1,50+0,18" 1,48+0,15 1,52+0,11% OD
7.giin 1,45+0,23 1,74+0,11¢ 1,53+0,26 1,57+0,23° OD
11.giin 1,54+0,19" 1,85+0,20%Y 1,48+0,28% 1,19+0,19% ok
15.giin 1,45+0,23° 1,96+0,24"Y 1,5140,24° 1,28+0,25% ekl
P degeri OD LIRS OD *kKk
TOK K AS 3-NPA+AS 3-NPA P degeri
pmol/L g
0.giin 24,24+425 27,35+5,26" 24,87+535% 25,92+7,03% OD
7.giin 24,85+4,52 20,33+3,84" 21,39+8,07% 27,20+3,14% OD
1l.giin  24,90+2,88" 20,21+5,48%* 28,94+4,50> 39,27+9,12%Y Hokx
15.giin  25,62+5,56® 18,18+4,67% 30,86+5,79%Y 41,13+8,30%Y bl
P degeri OD ** * *kk
OSIi AU K AS 3-NPA+AS 3-NPA P degeri
0.giin 1,68+ 0,52%* 1,86+0,49*Y 1,70+0,43% 1,74+0,57% OD
7.giin 1,77+0,48% 1,16+0,18% 1,47+0,72% 1,79+0,50% OD
1l.giin  1,64+0,29%* 1,1140,35% 2,06%0,67% 3,42+1,20%Y bt
15.giin  1,80+0,50°* 0,95+0,33%* 2,11+0,54" 3,27+0,54%Y ok
P degeri OD ok OD ok
X,Y,Z. a

. Her siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farki géstermektedir.

D Her satirdaki

farkly harfler istatistiksel olarak dnemli farki gostermektedir. *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001,

OD: Istatistiksel olarak énemli degil.

Tablo 3. Ovaryum dokusu TAK, TOK, OSI seviyeleri

Parametreler K AS 3-NPA+AS 3-NPA P degeri

TAK mmol/L  0,66+0,13% 0,71+0,18° 0,55+0,21%° 0,44+0,12° *

TOK pmol/L  11,65+4,42%® 9,98+3,80° 14,84+4,60% 17,38+6,23° *
OSi AU 1,78+0,63° 1,53+0,92° 3,2242,06™ 4,38+1,98" ok

a0 Her satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak onemli farki gostermektedir. *: P<0,05, **: P<0,01
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Tablo 4. Plazma K, AS 3-NPA+AS ve 3-NPA gruplarinin biyokimyasal
parametreleri arasindaki korelasyonlar

PON1 NO TSA MDA GSH CHOL TG HDL LDL

NO -,513**
TSA  -541**  588**
MDA  -605** ,663** ,405*
GSH ,598**  -640** -601** -508**
CHOL -,478**  ,488**  491** ,333 -,911**
TG -,298 A27* ,346 ,A445* - 574**  362*
HDL ,488**  -576**  -503** -547**  563** -,346  -379*
LDL  -569**  ,602**  579**  465**  -589**  889** 312 - 716**
TT ,331 -,384* -,346 -,142 ,354 -,349 ,027 ,064 -,308

** Korelasyon P<0,01 diizeyinde onemlidir.*. Korelasyon P<0,05 diizeyinde énemlidir.

Tam kan GSH konsantrasyonu gruplar arasi degisimler istatistiki olarak
(P<0,001) anlamli bulundu (Sekil 14). 3-NPA uygulanan grupta kayda deger bir
azalma tespit edildi (P<0,001). 3-NPA+AS grubunda ise K grubuna gore yine

istatistiksel olarak 6nemli bir azalma goze ¢arpmaktadir (P<0,001).

AS ile 3-NPA grubu karsilagtirildiginda, ikisi arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (P<0,001). 3-NPA+AS grubu ile AS grubu arasinda P=0,028,
3-NPA grubu ile arasinda P=0,007 oraninda fark tespit edildi. GSH ile CHOL, TG ve
LDL arasinda negatif ve HDL ile pozitif korelasyon bulundu (P<0,01).

K AS

3-NPA+AS 3-NPA

80 -~
70 A

D
o O
1 1

GSH mg/dL
w H (9]
o O

=N
o O
1 1

o

Sekil 14: Tam kan GSH konsantrasyonlari.
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Deney gruplarmin plazma MDA konsansantrasyonlar1 arasindaki farklar
istatistiksel olarak P<0,01 derecesinde anlamli ¢ikt1 (Sekil 15). K grubuna gore 3-
NPA grubunda MDA konsantrasyonunda artis meydana geldigi tespit edildi
(P=0,006). AS grubu ile 3-NPA grubu arasindaki fark anlamlidir (P=0,003). MDA
ile GSH ve HDL arasinda negatif (P<0,01), TG (P<0,05 ve r= 0,445) ve LDL
(P<0,01 ve r=0,465) ile arasinda pozitif korelasyon tespit edildi.

12 +

10

4 -
2
0

3-NPA+AS 3-NPA

MDA pmol/L
[e)]

Sekil 15: Plazma MDA konsantrasyonlari.

Nitrik oksit seviyelerinin anlamli sekilde (P<0,001) degiskenlik gosterdigi
gozlendi (Sekil 16). K grubuna gore 3-NPA grubunda anlamli (P<0,001) sekilde artis
tespit edildi. 3-NPA grubu ile tiim gruplar arasinda istatistiksel olarakta onemli
(P<0,001) fark tespit edildi. NO ile TSA, MDA, CHOL ve LDL arasinda P<0,01
diizeyinde TG ile P<0,05 diizeyinde anlaml pozitif korelasyon, GSH, HDL (P<0,01)
ve TT (P<0,05) arasinda negatif korelasyon tespit edildi.

1,2 -
1 -

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 i
0

3-NPA+AS 3-NPA

NO pumol/L

Sekil 16. Plazma NO konsantrasyonlart.
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Total sialik asit i¢in gruplar arasinda 6nemli fark tespit edildi (P<0,001). K
grubuna gore 3-NPA grubu TSA seviyeleri anlamli (P<0,001) bir sekilde artis tespit
edildi. Tim gruplarin 3-NPA grubuyla yapilan karsilastirmasinda TSA
seviyelerindeki degisimler P<0,001 derecesinde anlamli bulundu. TSA, GSH ve
HDL ile (P<0,01) negatif, MDA (P<0,05 ve r=0,405) ve LDL ile (P<0,01 ve

r=0,579) ile pozif korelasyon vardir.

120 ~

100

1ml

3-NPA+AS 3-NPA

TSA mg/dL
> @ o
S & o

N
o
1

Sekil 17. Plazma TSA konsantrasyonlari.

Deney gruplarinin TT konsantrasyonlar1 agisindan gruplar arasi sayisal bir
fark olsada, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0,05) (Sekil 18). TT ile
NO arasinda r= -0,384 ve P<0,05 diizeyinde 6nemli bir negatif korelasyon tespit

edildi.
250 -
<
S 200 -
g
150 -
E
100 -
50 -
0

3-NPA+AS 3-NPA

Sekil 18: Gruplarin plazma TT konsantrasyonlari.
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PONL1 aktivitesinin 3-NPA grubunda K grubuna gore azaldig: tespit edildi
(P=0,001). Gruplar arasinda PONI1 aktivitesindeki degisim P<0,001 derecesinde
onemli bulundu (sekil 19). PON1 aktivitesinin NO, TSA, MDA, CHOL ve LDL ile
arasinda negatif (sirasiyla r=-0,515, -0,541,-0,605, -0,478 ve -0,569) ve GSH ile
arasinda pozitif (r=0,598) korelasyon bulundu (P<0,01).

100 ~
90 -

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A
0 T T T
K AS

3-NPA+AS 3-NPA

PON1 U/L

Sekil 19. Plazma PON1 aktivitesi.
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Gruplar arasinda CHOL ve HDL (P<0,01), TG (P<0,05), LDL (P<0,001)
seviyelerinde fark tespit edildi. 3-NPA grubunda K ile kiyaslandiginda CHOL, TG
ve LDL’nin arttig1, HDL seviyelerinin azaldig: tespit edildi (P<0,05) (Sekil 20).

90 -
80 -
70 -
60 - u CHOL
%, 50 - BTG
£ 40 7 @ HDL
30 1 uLDL

20 -
10 -

K AS 3-NPA+AS 3-NPA

Sekil 20. Plazma lipid profili konsantrasyonlari.

Giinler aras1 yapilan karsilastirmalarida 0. ve 7. giinlerde TAK, TOK ve OSI
seviyelerinde istatistiksel fark tespit edilmedi. 11. ve 15. giinlerde ise biitiin
gruplarda TAK, TOK ve OSI seviyelerinde istatistiksel olarak énemli (P<0,001) fark
olustugu gozlendi (Sekil 21, 22, 23).

Gruplarin giinlere gore kiyaslanmasinda ise AS grubunda TAK seviyesinin
kademeli olarak arttig1 (P<0,001), TOK seviyesinin ise yine kademeli olarak diistiigi
(P<0,01) ve boylece OSi'nin istatistiksel olarak azaldig: (P<0,001) tespit edildi
(Sekil 21, 22).

3-NPA grubunda, 7. gin TAK seviyesinin, 6nemli bir artis olmasada,
yikseldigi goriilmekteyken, 11. giinde seviyesinin diismesi ile anlamli bir fark
olustugu tespit edildi. TAK seviyesi uygulama sonunda artsada 0. ve 7. giine kiyasla
anlamli bir seviyede kaldi (P<0,001) (Sekil 21). 3-NPA grubu TOK seviyelerinin
giinler arasi karsilagtirmasinda P<0,001 derecesinde anlamli fark olustugu goézlendi
(Sekil 22). 3-NPA grubu igin OSI seviyelerinde anlamli derecede artis oldugu
goriildii (P<0,001) (Sekil 23).
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K AS 3-NPA+AS 3-NPA
Sekil 21: Giinlere gore plazma TAK konsantrasyonlart.
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Sekil 22. Giinlere gore plazma TOK konsantrasyonlart.
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Sekil 23. Giinlere gore plazma OSI seviyeleri.
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Ovaryum dokusu TAK (P=0,021), TOK (P=0,023) ve OSI (P=0,005)
seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel fark tespit edildi (Sekil 24, 25, 26).

0,9 -
0,8 -

gy 0,7 -
= 0,6
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3 NPA+AS 3-NPA

Sekil 24: Ovaryum dokusu TAK konsantrasyonlari.
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Sekil 25: Ovaryum dokusu TOK konsantrasyonlari.
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Sekil 26. Ovaryum dokusu OSI seviyeleri.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Tiim deneme gruplar1 ovaryumlarinda follikiillerin degisik gelisim asamalari
goriildii. 3-NPA grubundaki deneme hayvanlarinda &zellikle antral follikiillerde
oositte kayip, graniiloza hiicrelerinde disorganizasyon ve graniiloza hiicrelerinin
cekirdeklerinde pargalanma ile birlikte nekrotik degisiklikler goriildii (Resim 1a, 1b).
3-NPA+AS grubu hayvanlarinda ovaryumlarin histolojik goriintiisii (Resim 2) AS
(Resim 3) ve K (Resim 4) grubu hayvanlarimin histolojik goriintiisiine benzer

sekildeydi ve follikiil epitel hiicrelerinde nekrotik degisikliklere rastlanmadi.

|

200 uym

Resim 1a. 3-NPA grubu ovaryum, belirgin ¢ekirdek ve gekirdek¢ige sahip saglam oosit igeren antral
follikiil (Ters Ok), antral follikiillerde oositte kayip (Diiz Ok), Corpus Luteum (CL), ovaryum,
Bar:200 pm, Haematoxylin-Eosin (HE).
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100 pm

Resim 1b: 3-NPA grubu ovaryum, antral follikiillerde oosit kaybi (Dik Ok), Follikil epitel
hiicrelerinde yikimlanma (Diiz Ok), ovaryum, Bar:100 um, Haematoxylin-Eosin (HE).

Resim 2: 3-NPA+AS grubu, belirgin ¢ekirdek ve ¢ekirdekg¢ige sahip saglam antral follikiil (Ters Ok),
Corpus Luteum (CL), ovaryum, Bar:100 pm, Haematoxylin-Eosin (HE).



"
e

. DY AL R ; -
Resim 3: AS grubu ovaryum, belirgin ¢ekirdek ve ¢ekirdekgige sahip saglam antral follikiil (Ters Ok),
Tek siral1 kiibik epitel ile sarilmis primer follikiil (Dik Ok), Corpus Luteum (CL), ovaryum, Bar:200
um, Haematoxylin-Eosin (HE).

Resim 4: K grubu, Tek sirali yassi epitel ile sarilmig primordial follikiil (Diiz Ok), Corpus Luteum
(CL), ovaryum, Bar:100 pm, Haematoxylin-Eosin (HE).
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5. TARTISMA ve SONUC

Fotal hayatta olusturulan ovaryan folikiil rezervinin canlinin hayati boyunca
yenilenmedigi kaydedilmektedir. Bu sinirli sayidaki rezerv folikiiller yasam boyunca
follikiiler dalga denilen gelisim asamalari ile aktive olmaktadir. Ozellikle pubertas ile
birlikte ovulasyonlu sikluslarin baglamasiyla folikiil atilimi olugmaktadir. Bundan
dolayr da bir disi dogumda ovaryumlarinda var olan oosit sayisinin giderek
azalmasiyla hayatimi stirdiirmektedir (Petrelli ve Mantovani 2002, Sengupta ve ark.
2014).

Glinlimiiz kotii c¢evre sartlari, kontrolsiiz kullanilan zirai ilaglar, gida
sektorlinde yapilan hileler ve ¢esitli zehirlenmeler sayesinde erkek veya disilerde
fertilite oranlarinda diisme veya dogurganlikta ciddi azalmalar yaganmaktadir. Alinan
kimyasallarin  6zellikle oosit kalitesini bozdugu, implantasyonu engelledigi,
spermanin g¢iftlesmeden sonra disi genital kanalinda yasam kalitesini bozdugu, erken
embriyonal Oliimlere neden olarak veya seksiiel aktiviteyi dogrudan veya dolayh
etkileyerek infertilite olusmasina Ve iireme kabiliyetini sekteye ugrattigi bildirilmistir

(Petrelli ve Mantovani 2002, Sengupta ve ark. 2014).

Fizyolojik olarak  diisik seviyelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin
folikiilogenezis, oogenezis, embriyogenezis ve gebelikte c¢esitli sinyal iletim
yollarinda 6nemli bir diizenleyici olarak rol oynadiklar bildirilmektedir (Agarwal ve
ark. 2008). Oksidan tiirlerin iiretiminin artmasinin ve/veya antioksidan sistemin
etkinliginin azalmasinin neden oldugu yiiksek seviyedeki ROT un oksidatif strese
yol actig1 belirtilmistir (Ciani ve ark. 2015). Reaktif oksijen tiirleri kaynakli oksidatif
stres ile disi tireme sistemi arasindaki iliskilerin tam olarak anlagilamadigi bu
nedenle, ovaryum oksidatif stres modellerinin bu iliskilerin anlasilabilmesine énemli

katkilar saglayabilecegi belirtilmektedir (Zhang ve ark. 2014).

3-NPA’nin rodent modellerinde yapilmis olan ¢alismalarda oksidatif strese
yol agtigi bildirilmistir (Tunez ve ark. 2004, Sandhir ve ark. 2010). Disi farelerde
yapilan bir ¢alismada 3-NPA’nin yiiksek dozda verilmis olmasina ragmen, diger
dokularin aksine sadece ovaryumlar {izerine etki gosterdigi kaydedilmistir (Shen ve
ark. 2012).
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Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek organizmadaki ROT
seviyelerini diistirmeleriyle asir1 ROT iiretimi tarafindan indiiklenen oksidatif stresi
azaltmaya yardimci olmaktadir. Antioksidan takviyesinin, oksidatif stresin zararh
etkilerini azaltarak fare oosit kalitesi lizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir

(Lian ve ark. 2013).

Astaksantin’in, c¢esitli in vitro c¢alismalarda gii¢lii antioksidan davranis
sergiledigi, organik ¢6zeltilerde, etkili bir lipit peroksidasyon inhibit6rii ve gii¢lii bir
singlet oksijen sondiiriiclisii olarak gorev yaptigi bildirilmistir (Naguib 2000). Bu
calismada 3-NPA ile olusturulmus deneysel oksidatif ovaryum hasarina karsi

astaksantin’in koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmstir.

Ratlarda in vivo 3-NPA ile oksidatif ovaryum hasari olusturulan bu protokole,
yapilan literatiir taramalarinda rastlanilmamistir. Bu kapsamda 7 giin boyunca giinde
¢ift doz olmak tizere 12,5 mg/kg/giin doz 3-NPA enjeksiyonu ile olusturdugumuz
oksidatif strese karsi antioksidan olan astaksantin’in koruyucu etkilerini
anlayabilmek i¢in tam kanda GSH, plazma MDA, NO, TSA, TT, CHOL, TG, HDL,
LDL konsantrasyonlar1 ile PON1 enzim aktivitesi analizi yapildi. Ek olarak plazma
ve ovaryum dokusunda TAK, TOK, OSI seviyeleri degerlendirildi. Ayrica ovaryum

dokusunda histopatolojik incelemeyle ¢caligmamiz desteklendi.

Reaktif oksijen tiirleri terimi hem serbest radikalleri hemde H,0- gibi radikal
olmayan ara iirlinleri kapsamaktadir (Burton ve Jauniaux 2011). Tim hiicreler ve
dokular, elektron transfer zincirinde stirekli olarak kiiciik bir miktardaki molekiiler
oksijeni ROT’a doniistiirmektedir (Alfadda ve Sallam 2012). Bu ¢alismada 3-NPA
enjeksiyonu yapilan grupta hem ovaryumlarda hem de plazmada TAK seviyelerinde
azalmaya, TOK ve OSI seviyelerinde ise énemli (P<0,05) artisa neden oldugu tespit
edildi. Bu etkiyi olusturdugu oksidatif stres nedeniyle yaptigi diisiiniilmektedir.

3-NPA’nin mitokondride kompleks II'nin geri doniisiimsiiz bir inhibitori
oldugu, siiksinat dehidrojenazin inhibisyonu ile hiicresel enerji metabolizmasini
bozarak ATP tretiminde bir azalmaya neden olarak oksidatif strese yol agtig1 ifade
edilmektedir (Shen ve ark. 2012). Ayrica, 3-NPA’nin, ROT'un mitokondriden

salinmasina, mitokondriyal DNA hasarina ve bu nedenle mitokondriyal fonksiyon
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kayb1 olugsmasina neden olabilecegi bildirilmistir (Wang ve ark. 2001, Mandavilli ve
ark. 2005, Bacsi ve ark. 2006). Mitokondriden asir1t ROT saliniminin aslinda hiicresel
oksidatif stresin ana kaynagini olusturdugu kaydedilmektedir (Shen ve ark. 2012).
Bu durum bulgularimizi agiklar niteliktedir. Farelerde benzer bir ¢alismada
intraperitoneal 3-NPA enjeksiyonunun beyin dokusunda ve ovaryum folikiiler
graniiloza hiicrelerinde yiiksek ROT seviyelerine neden oldugu tespit edilmistir
(Shen ve ark. 2012). Yapilan bu c¢alismada hem biyokimyasal hemde histopatolojik
olarak 3-NPA’nin ROT’u artirarak oksidatif strese yol agarak ovaryum doku hasarina

neden oldugu tespit edilmistir.

Endojen antioksidanlardan GSH-PX'in etki mekanizmasinin, lipit
peroksidasyonu ile olusan H,O;’lerin detoksifikasyonu (Birben ve ark. 2012),
CAT’in ise temel koruyucu antioksidan olarak kabul edildigi bildirilmektedir
(Patlevic ve ark. 2016). Birgok ¢alismada, 3-NPA'nin SOD ve CAT aktivitelerinde
artisa neden oldugunu gosterilmistir (Fu ve ark. 1995, Binienda ve Ali 2001, Tunez
ve ark. 2004). Artan enzim aktivitesinin oksidatif stresin gostergesi oldugu ve ROS
konsantrasyonlarini azaltarak hiicre hasarini 6nledigi bildirilmistir (Binienda ve Ali

2001).

Farelerde yapilmis olan bir calismada 5 gilin boyunca intraperitoneal 50
mg/kg 3-NPA enjeksiyonu yapilmis, sonugta ROT tiirleri seviyesinde ve folikiiler
graniiloza hiicrelerindeki DNA hasarinda 6nemli bir sekilde artis tespit edildigi ifade
edilmistir (Shen ve ark. 2012). Bir ¢alismada 7 giin boyunca 15 mg/kg ve 30 mg/kg
dozda 3-NPA uygulanan disi farelerde K grubuna gore fare graniiloza hiicrelerinde
ROT’un anlaml sekilde arttigi, ovaryum SOD, GSH-PX ve CAT aktivitelerinin
anlamli sekilde artarken, siiksinat dehidrojenazin doza bagli bir sekilde azaldigi
bildirilmistir (Wei ve ark. 2019). Disi farelere 7 gin 12,5 mg/kg 3-NPA
enjeksiyonuna karsi proantosianidinin koruyucu etkisinin degerlendirildigi bir
calismada, 3-NPA grubu ovaryum ROT seviyeleri, SOD ve CAT aktivitelerinde K
grubuna gore 6nemli derecede artis tespit edildigi bildirilmistir (Zhang ve ark. 2015).

Calismamizda TAK seviyesinde 3-NPA uygulamasiyla birlikte bir diisiis
gozlenmistir. Uygulamay1 takip eden 11. glinde azalan TAK seviyeleri 15. giinde 11.
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giine gore artig sergilemistir. 15. giinde 11. gline kiyasla meydana gelen TAK
seviyelerindeki bu artis K grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel bir fark
olusturmustur (P<0,05). TOK seviyesi ve OSI seviyeleri uygulamanin basindan
itibaren siirekli olarak artan bir seyir izleyerek onceki 3-NPA ovaryum toksisitesi
modelleri ¢aligmalarinda belirtilen verilerle (Shen ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2015,
Wei ve ark. 2019,) uyumluluk gostermektedir. Ayrica ¢alismamizin bulgularini
destekler nitelikte oldugunu diisiindiiglimiiz baska bir ¢alismada, metotreksat
toksikasyonunun ovaryum tiizerine olast oksidatif etkisinin olup olmadigi
degerlendirilmis ve ovaryum hasar grubu serum TAK seviyelerinde anlamli azalma,
TOK ve OSI seviyelerinde ise artis saptandigi bildirilmistir. Dokuda ise MDA
konsantrasyonunda artis meydana gelirken GSH-Px ve CAT aktivitelerinde 6nemli
derecede azalma kaydedilmistir (Soylu Karapinar ve ark. 2017). Calismamizin
ovaryum dokusu TAK sevilerindeki degisim yoniinden uyumluluk gosteren baska bir
calismada, iskemi reperfiizyon (I/R) ile ovaryan hasar olusturulmus, ovaryum MDA,
GSH, TAK seviyeleri degerlendirilmistir. Buna gére I/R grubunda MDA
konsantrasyonunda 6nemli bir artis gozlenirken GSH ve TAK seviyelerinde ise

onemli azalma bildirilmistir (Ergenoglu ve ark. 2013).

Bu ¢alismada 3-NPA+AS grubu TAK verileri degerlendirildiginde uygulama
boyunca dalgali bir seyir izledigi géze carpmaktadir. 0. giinle kiyaslandiginda
uygulamanin 7. giiniinde TAK seviyeleri artis gostermesine ragmen ilerleyen
giinlerde azalan bir seyir izleyerek 11. giinde tekrar baslardaki seviyelerine donmiis
ve yine 15. giinde artmistir. Bu gruba 7 giin boyunca astaksantin uygulamasi
yapilmis 8. gilinden itibaren beraberinde 3-NPA uygulamaya baslanilmistir.
Dolayisiyla 0. giinden itibaren 7. giinde TAK seviyesinin artis1 antioksidan olan
astaksantin uygulamasiyla agiklanabilmektedir. Zira astaksantin uygulamasinin tek
basina yapildigi AS grubunda TAK seviyesi artis gostermisti. TOK ve OSI
seviyelerinde de 8. giinden itibaren verilmeye baslanan 3-NPA’nin astaksantin’in
etkisini olumsuz etkilesede, 15. giinde astaksantin koruyuculugunu gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica 3-NPA grubuyla kiyaslandiginda astaksantin uygulamasi TAK
seviyelerinin diismesini TOK ve OSI sevilerinin de artmasini engelleyerek
organizmay1 3-NPA’nin zararli etkilerinden korumus goriinmektedir. Bu veriler 3-

NPA+AS grubunun histopatolojik bulgulartyla da desteklemektedir. 3-NPA+AS
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grubunda hem ovaryum hemde plazma TAK, TOK ve OSI seviyelerinin K grubuna
gore degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Burada da anlamli
istatistiksel bir fark olusmamasi astaksantin’in koruyucu roliiniin kanit1 oldugunun

bir gostergesi olabilir.

Nitrik  oksit, kan damar1 tonusunun diizenlenmesi, iltihaplanma,
mitokondriyal fonksiyonlar ve apoptoz da dahil olmak tizere gesitli fizyolojik
fonksiyonlarda 6nemli bir rol oynayan kisa 6miirlii bir sinyal molekiiliidiir (Beltran
ve ark. 2000). Gii¢lii bir immiinoregiilasyon faktorii gorevi géren NO, O ¢ ile
reaksiyonunu takiben peroksinitrit olusumu yoluyla sitoplazmik redoks dengesini
etkiledigi kaydedilmistir (Chung ve ark. 2001). Calismamizda NO seviyelerinin en
yiiksek oldugu grubun 3-NPA grubu oldugu tespit edildi. K, AS ve 3-NPA+AS
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmazken, 3-NPA grubunda diger

gruplarin hepsiyle arasinda fark bulunmaktadir (P<0,001).

Al Mutairy ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada disi ratlara 7 giin
boyunca 25 mg/kg i.p. yolla 3-NPA uygulamasinin, striatal dopamin ve GSH’nin
belirgin bir sekilde tiikkenmesine neden olurken, TBARS ve NO seviyelerinin anlaml
sekilde artig gosterdigi bildirilmistir. Calismamiz verileri bu calisma ile paralellik
gostermektedir. NO seviyelerinin 3-NPA grubunda yiiksek ¢ikmasinin artan oksidatif
stres ile iliskili olmakla birlikte 3-NPA’nin par¢alanmasi sonucu olusan NO (Castillo

ve ark. 1993) miktarina bagli oldugunu diistinmekteyiz.

Yaygin olarak kullanilan lipit peroksidasyon belirteclerinden biri olan MDA
esas olarak, arasidonik asit gibi ikiden fazla cift bag bulundururan PUFA'nin
peroksidasyon {irlinii olarak ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 2007).
MDA’nin klinik durumlarda oksidatif stresi belirleyen en popiiler ve giivenilir
belirteglerden biri oldugu bildirilmistir (Ayala ve ark. 2014). 3-NPA’nin rat striatal
ve kortikal sinaptozomlarinda oksidatif etkisinin incelendigi bir ¢aligmada,
hayvanlara 4 giin boyunca i.p. yolla 20 mg/kg dozda yapilan uygulamaya kars1 1
mg/kg dozda melatoninin antioksidatif koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Bu
calismaya gore; 3-NPA, lipit peroksidasyon seviyelerinde ve protein karbonil

igeriginde bir artisa neden olurken, siiksinat dehidrojenaz aktivitesinde bir azalmaya
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neden olmus ve SOD aktivitesinde bir artist tetikledigi bildirilmistir. Bu
degisikliklerin melatonin uygulanan gruplarda engellendigi belirtilmistir (Tunez ve
ark. 2004). Aym sekilde bizim ¢alismamizda da 3-NPA verilen hayvanlarda lipid
peroksidasyonunun anlamli derecede artis gosterdigi ve yine antioksidan astaksantin
uygulamasinin bu etkiyi azalttig1 tespit edilmistir. Caligmamizda, K grubuna gore AS
grubunda MDA konsantrasyonunda azalma goriilirken 3-NPA grubunda ise artis
meydana geldigi dikkati ¢ekmektedir. 3-NPA grubundaki artis istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) bulunmustur. 3-NPA+AS grubunda goriilen artig ise istatiksel
olarak 6nemli bulunmamaktadir. Dolayisiyla astaksantin burada her ne kadar lipid
peroksidasyonu tam olarak durduramasada asir1 artmasini engelleyerek organizmay1
lipit peroksidasyonunun zararl etkilerinden korudugunu diistinmekteyiz. Bu bulgular
belirtilen ¢aligmalarin (Tunez ve ark. 2004, Al Mutairy ve ark. 2010, Joseph 2013)
bulgulariyla da uyumluluk igerisindedir. 3-NPA grubundaki lipit peroksidasyonunun
artts gostermesinin nedeninin yukarida belirtildigi gibi siiksinat dehidrojenaz

aktivitesinin inhibisyonuna baglayabiliriz.

Calismada, tam kan GSH konsantrasyonu gruplar arasi karsilagtirildiginda K
grubuna kiyasla 3-NPA grubunda istatistiksel olarak kayda deger bir azalma oldugu
tespit edildi (P<0,001). AS ve 3-NPA’nin birlikte uygulandigi grupta ise yine
istatistiksel olarak onemli bir azalma goze ¢arpmaktadir (P<0,05). Hiicrelerin GSH'yi
yeniden {liretme kabiliyeti (GSSG'nin azaltilmasi yoluyla veya GSH'nin sentezi
yoluyla) hiicrenin oksidatif stresi yonetmedeki verimliligini yansitmaktadir (Curtin
ve ark. 2002, Lu ve ark. 2018). Bu nedenle g¢alismamizda 3-NPA uygulamasinin
hiicrelerin GSH’y1 iiretme kabiliyetini olumsuz etkiledigi ve GSH seviyelerinin
azalmasia neden olarak, ROT’a kars1 hiicresel savunmay1 zaafiyete ugrattigi, hatta
Oyle ki 3-NPA+AS verilen grupta bile astaksantin’in bu azalmay1r 3-NPA grubuna
gore kismen baskilamis gibi goriilsede GSH konsantrasyonunun azalmasina engel
olamadig goriildi. K grubuna gore 3-NPA+AS grubu GSH verilerinin istatistiksel
karsilagtirmasi da bunu gostermektedir (P<0,001). Ayrica GSH konsantrasyonunun
3-NPA etkisinden dolay1 olusan serbest radikallerle miicadelesi sirasinda tiikenmis
olabilecegi ya da 3-NPA kaynakli olusabilecek enerji eksikliginin GSH sentezi

tizerine inhibe edici etki yapmis olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Ratlara 25 mg/kg ip 3-NPA uygulamasina karsi balik yagi ile antioksidan
olan quercetinin etkisinin incelendigi bir arastirmada; 3-NPA uygulamasinin
striatumunda NO ve MDA seviyelerinde 6nemli bir artis, GSH ve SOD seviyelerinde
onemli bir azalmaya neden oldugu gozlendigi, CAT seviyelerine ise herhangi bir
etkisinin goriilmedigi belirtilmistir. Serebellumda ise NO, MDA, GSH ve SOD
seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, CAT seviyelerinde ise belirgin bir artis
meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica bu c¢alismada balik yagi ve quercetin
uygulamasinin 3-NPA’ya karst koruyucu etki olusturdugu da ifade edilmektedir
(Joseph 2013). Ratlara oral olarak 80 mg/kg dozda 3-NPA uygulanmis olan baska bir
caligmada, karaciger SOD ve GSH-PX aktiviteleri ile MDA konsantrasyonunda
ayrica serebral SOD ve MDA’da da 6nemli derecede artis tespit edildigi bildirilmistir
(Fu ve ark. 1995). Calismamizda 3-NPA uygulamasi neticesinde, MDA, NO ve TOK
seviyelerindeki artig ile GSH ve TAK seviyelerinde azalma olusmasi yoniinden bu

calismalar1 destekler niteliktedir.

Endojen antioksidan olarak gorev yapan siilfidril bilesiklerinin organizmada
azalmasi veya tiikenmesi, oksidatif stresin zararli etkilerini artirarak hiicre ve
membran hasarmi artirdig1 bildirilmistir (Aksenov ve Makesbery 2001). Protein tiyol
gruplarmin oksidanlar1 temizleyerek antioksidanlari ve/veya hiicresel bilesenleri
saldiridan korudugu kaydedilmektedir. Tiyol gruplarinin serumda &lglimii, dolaylh
olarak antioksidan savunmalar1 yansittig1 belirtilmektedir (Lemarechal ve ark. 2006).
Bu amagla ¢alismada plazma TT konsantrasyonlarini degerlendirmis bulunmaktayiz.
Deney gruplarinin TT konsantrasyonlarinin karsilastirilmas: degerlendirildiginde
gruplar arasi sayisal farklar olugsmus olmasina ragmen bu farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (P>0,05). Cesitli dokulardaki hiicreler tiyollerin redoks durumunu
diizenleyerek —SH igeren proteinleri oksidasyondan koruduklari, GSH sisteminin de
tiyol konsantrasyonunun kontroliinde dnemli pay sahibi oldugu one siiriilmistiir
(Aksenov ve Makesbery 2001). Bu agidan calismamiz TT konsantrasyonlari
degerlendirildiginde, aslinda 3-NPA grubunda K grubuna gore diisiis
gozlenmekteyken, bu degisim istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmamistir. Bu durum
hayvan sayisinin az olmasi gibi bircok nedenden ileri gelmis olabilecegi

diistiniilebilir.



53

Sialik asitler makromolekiilleri fagositik bozulmalardan veya dogal immiin
tepkiden korumak ig¢in, molekiillerin tanima alanlarmin korunmasinda rol oynarlar
(Ley 2003). SA’lar hiicrelerin kimligi gibidirler, bdylece onlart immiinolojik
saldirilara kars1 koruyabilmektedirler (Schauer 2009). SA’larin bulundurduklari -OH
gruplari, karboksilik asit ve N-asetamid gruplar1 organizmada, homoeostazis, immiin
sistem ve enflamasyonda oOnemli islev gormektedirler (Varki 2008). Bir¢ok
calismada, siddetli enflamatuvar, hiicresel dejenerasyon veya proliferasyon
durumlarinda TSA konsantrasyonunun arttigi bildirilmistir (Deveci ve ark. 2017a,
2017b, 2018a).

Bu calismada TSA icin yapilan gruplar arasi karsilastirmada; 3-NPA
uygulamasi TSA seviyelerini anlaml1 bir sekilde artirirken AS uygulamasiyla bu artis
3-NPA+AS grubunda baskilanmis goriilmektedir. Istatistiksel olarak gruplar
arasindaki farklar P<0,05 derecesinde anlamli goriiliirken, bu istatistiksel onemin 3-
NPA grubundaki artistan kaynaklandigi goriilmektedir. SA miktarinin akut
enflamatuvar reaksiyonlarda da arttigi bildirilmektedir (Hag ve ark. 1993). Akut faz
proteinlerinin enfeksiyon, iltihaplanma, doku hasar1 veya tahrisi, neoplazi ve strese
maruz kalan hayvanlarda arttig1 veya azaldigi bildirilmektedir (Kuru ve ark. 2015,
Merhan ve ark. 2016). SA’nin biiyiik bir kismi, akut enflamatuvar reaksiyonlarda
artan proteinlere bagl olarak bulunmakta oldugundan akut faz yanitta gérev aldig da
belirtilmektedir (Lindberg ve ark. 1991). Hiicre membraninda meydana gelebilecek
bir hasar neticesinde SA’larin plazmada seviyelerinin yiikselebilecegi, ayrica sadece
oksidatif stresin de hiicre yiizeyindeki SA’larin saliverilmesini indiikleyebilecegi
ifade edilmektedir (Eguchi ve ark. 2005). Calismamizda 3-NPA uygulamasi hem
oksidatif strese neden olmus, bunu artan OSI’den gérmekteyiz, hemde ovaryumlarda
histopatolojik olarak desteklenen hiicresel hasar olusturmustur. TSA seviyelerinin
plazmada artis gostermesi, hasar grubunda 3-NPA’nin neden oldugu membran
hasarindan veya akut faz yanit olarak membranlardan SA’larin saliverilmesiyle iligki

olabilecegi kanaatini tasimaktayiz.

Nur ve ark. (2018), ratlarda malatyon ile olusturulmus toksikasyon
modelinde, toksikasyon grubu plazma TOK ve TSA seviyelerinin K grubuna gore
artarken, TAK seviyelerinin azaldigi bildirilmistir. TOK ve TSA seviyelerindeki
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artisin malatyonun karaciger dokusunda hiicre infiltrasyonlarina, dejenerasyona ve
fokal nekroza yol agmasiyla agiklanmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
toksikasyon grubunda TOK ve TSA seviyelerinin artmast ve TAK sevilerinin
azalmasiyla sonuglanan oksidatif stresin etkisiyle hiicrelerde meydana gelen
dejenerasyona bagli olarak oksidan parametrelerde artis goézlenirken antioksidan
belirteglerde ise azalma meydana gelmistir. Astaksantin’in antioksidan etkisiyle 3-
NPA toksikasyonun zararli etkileri en aza indirilerek oksidatif dengenin saglanmaya

calisildig goriilmektedir.

Paraoksonaz basta karaciger olamak iizere birgok dokuda ve plazmada
bulunmaktadir (bin Ali ve ark. 2003). Plazmada HDL ile birlikte bulunan PON1
enziminin plazma lipoproteinlerinin oksidasyonunu 6nleme goérevi oldugu ve LDL
kolesterolii serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan korudugu belirtilmektedir.
HDL Kkolesterol yapisinda bulunan PONI1 enzimi, LDL’deki aktif lipidleri
parcalayarak hiicrelerde enflamatuvar cevap olusumuna karst koruyucu etki
gostermektedir (Aviram 1999). Deveci ve ark. (2015) yapmis oldugu bir ¢alismada
farelerde akut klorprifos-etil toksikasyonunun PON1 aktivitesi ve TAK diizeylerini

azalttig1, TOK ve OSI diizeylerini ise artirdig1 tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, PON1 aktivitesinin 3-NPA grubunda K grubuna gore azalarak
istatistiksel olarak bir farkin ortaya ¢ikmasina neden oldugu tespit edildi (P=0,001).
PONL1 enzim aktivitesin astaksantin’in ve 3-NPA ile birlikte verildigi grupta bir
azalma meydana gelmis olmasina ragmen bu azalmayla K grubuyla arasinda olusan
PONI1 aktivitesindeki degisim istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0,05). Bu sonug
bize astaksantin uygulamasmin koruyucu olarak gorev yaptigi ve bu grupta 3-

NPA’nin oksidatif etkisini baskiladigin1 gostermektedir.

Calismamizda 3-NPA grubunda CHOL, TG ve LDL’nin 6nemli bir sekilde
arttigt HDL seviyelerinde ise yine anlamli bir diisiis oldugu gozlendi (P<0,05).
Burada HDL seviyelerinde yasanan diisiise bagli olarak PON1 seviyesinde de diisiis
meydana gelmistir. Bu durum PON1’in HDL’ye bagimli bulunmasiyla agiklanabilir
(Aviram 1999). Akut faz yanit sirasinda, HDL molekiillerinin apolipoprotein Al,
kolesterol esteri ve PON1 de dahil olmak tizere HDL ile iliskili enzimlerin ¢ogunu
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kaybettigi, bu nedenle, PON1’in negatif akut faz proteini olarak kabul edildigi
bildirilmektedir (Gaidukov ve Tawfik 2005). PON1 aktivitesindeki bir azalmanin
oksidatif hasarin arttiginin bir gostergesi olarak kabul edildigi bildirilmistir (Kaya ve
ark. 2016). Ayrica, 3-NPA grubu i¢in, PON1 ve TT verilerine bakildiginda hem
PONL1 aktivitesi hem de TT konsantrasyonu azalmigtir. Bu durumun PONI1’in
yapisinda  disiilfit  bagt  bulundurmasiyla  (Baskol ve ark  2006)
iliskilendirilebilecegini diistinmekteyiz. Ayrica PON1 ve HDL’deki diisiis, serbest
radikal iiretimine bagli olarak olusan akut faz yanit sliresince HDL nin PON1 dahil

olmak tizere tizerindeki apoproteinleri kaybetmesiyle agiklanabilir.

Akrilamidin ¢esitli dozlariyla (2, 10, 30 mg/kg) ratlarda olusturulan ovaryum
hasarinda lipit profili degerlendirilen hayvanlarda K grubuna gore ovaryan hasar
olusturulmus grupta CHOL konsantrasyonunda anlamli artis tespit edilmistir. Yiiksek
doz akrilamid ise CHOL seviyesinde 6nemli derecede azalmaya neden oldugu, disiik
doz grubunun TG diizeyindeki K grubuna gore anlamli artislara ragmen, K grubuna
kiyasla hem hafif hem de yiiksek doz gruplarinda anlamh diisiisler bulundugu
bildirilmistir. Ote yandan, diisiik, hafif ve yiiksek doz akrilamid gruplarmin her
birinde HDL seviyeleri K grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirtilmistir.
Ayni ¢alismada LDL seviyeleri ise diisiik ve orta doz gruplarinda anlaml artis,
yiiksek doz grubunda ise K grubuna gére anlamli bir fark goriilmedigi belirtilmistir
(Mahmood ve ark. 2016). Calismamizda 3-NPA ile ovaryan hasar olusturdugumuz
grupta CHOL, TG, LDL seviyelerinde anlamli artis, HDL sevilerinde ise 6nemli

azalma tespit edilmistir. Dolayisiyla verilerimiz bu ¢aligmayla uyumludur.

Deveci ve Karapehlivan (2018), chlorpyrifos-ethyl (CPF) ile olusturduklari
toksisite modelinde, CPF grubu plazma TAK, HDL ve PONL1 aktivitesinde K
grubuna gore Oonemli derecede diisiik, plazma TOK, TSA, CHOL, TG, LDL ve
VLDL seviyelerinde 6nemli derece artis goriildiigli kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada
beyin dokusu PONT aktivitesi ve TAK sevileri nemli derecede diisiik, TOK ve TSA

seviyeleri ise dnemli derecede yliksek olarak tespit edilmistir.

Deveci ve ark. (2017), polikistik ovaryum sendromu (PCOS) hastalarinda
PON1 aktivitesi ve HDL seviyesi, K grubuna gore anlamli derecede diisiik
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bulundugu, TSA seviyelerinin ise K grubundan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Parametreler ve sendrom baslangici arasinda da anlamhi bir iliski oldugu da
kaydedilmistir. Ayrica baska bir calismada 7,12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)
ve fliorid ile ratlarda olusturulmus kronik toksikasyonunda, DMBA uygulanan
gruplarda TSA, LSA diizeylerinin florid uygulanan gruplara kiyasla daha fazla arttig
gosterilmistir (Oto ve ark. 2017). Bu ¢alismamizda da benzer sonuglarin bulunmasi,
toksikasyonun hiicre membran lipid bilesiklerine zarar vermesiyle olusan oksidatif

stres ve doku hasar1 sonucu sekillenebilecegi kanatini olugturmaktadir.
Sonug olarak;

a) 3-NPA maruziyeti sonucunda serbest radikal olusabilecegi, antioksidan
sistemin uyarilarak serbest radikal temizleyicilerinin (TAK, GSH, PON1, TSA, TT)
verdigi tepki ile gosterebilecegi,

b) 3-NPA ile olusmus olan diisik TT ve GSH seviyelerinin, serbest

radikallerle yapilan yok etme reaksiyonu ile iligkilendirilebilecegi,

c) Astaksantin’in 3-NPA ile birlikte verilmesinin 3-NPA’nin yukarida
belirtilen tiim biyokimyasal parametrelere yaptigi olumsuz etkiyi diizeltebilecegi ve

hasar olugmasin1 histopatolojik olarak onleyebilecegi,

d) 3-NPA ile indiiklenen ovaryum toksisitesinde sekillenen oksidatif hasara

kars1 astaksantin’in koruyuculugunun, giiglii antioksidan etkisiyle iliskili olabilecegi,

e) Oksidatif stres kaynakli hastaliklarin profilaksi ve tedavisinde ozelikle
ovaryan dejenerasyon kaynakli infertilite problemlerinde astaksantin kullaniminin

faydali olabilecegi kanaatini tagimaktayiz.
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7. OZGECMIS

1984 yilinda Kastamonu'nun Arag ilgesinde dogdu. ilkokulu Samsun’un
Vezirkdprii ilgesine bagli Teberiik Kdyii ilkokulu’nda, ortaokulu Vezirkdprii imam
Hatip Lisesi’nde, liseyi Vezirkoprii Anadolu Lisesi’nde, lisans 6grenimini ise Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde tamamladi. 2011 yilinda Kafkas Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak goreve
basladi. Halen Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda

Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismaktadir. Evli ve bir kiz gocugu babasidir.



