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ÖNSÖZ 

Ovaryumlar, diĢilerde cinsiyet hormonlarını salgılayan ve ovumun 

oluĢumunu sağlayan organlar olarak tanımlanmaktadır. Ovaryumların fizyolojik 

iĢlevlerinin düzgün çalıĢmasının, hem vücudun hem de diĢi üreme sisteminin sağlığı 

açısından çok önemli olduğu ileri sürülmektedir. Reaktif oksijen türlerinin, ovaryum 

normal fizyolojik metabolizmasının yan ürünleri olarak üretildiği bildirilmektedir. 

Antioksidanların ise reaktif oksijen türlerinin üretimi ve atılımı arasındaki dengeyi 

koruyabilmek için görev yapan faktörlerden oldukları öne sürülmektedir. Bu dengede 

meydana gelebilecek herhangi bir bozulmanın, oogenezis, ovulasyon, fertilizasyon, 

implantasyon ve embriyogeneziste sorunlara yol açabildiği belirtilmektedir. Bunun 

neticesinde gebeliği etkileyebilecek patolojik sonuçlara neden olabileceği 

bildirilmektedir. Bu fizyolojik ve patolojik süreçlerin altında yatan moleküler ve 

hücresel mekanizmaların da tam olarak açıklığa kavuĢturulamadığı kaydedilmiĢtir. 

Antioksidan sistemde meydana gelebilecek bozulmanın patolojik sonuçlara 

neden olabileceği, dolayısıyla antioksidan takviyesinin, oksidatif stresi kontrol 

altında tutarak reprodüktif hastalıkların tedavisi için olası bir strateji olarak 

değerlendirilebileceği belirtilmiĢtir. Bu stratejiyi doğrulayabilmek için oksidatif 

strese karĢı antioksidan takviyesi ile ilgili daha fazla araĢtırma yapılması gerektiği 

ileri sürülmektedir. Ovaryan oksidatif stresin memeli modellerinin bu alandaki 

boĢluğu doldurabilecek araĢtırmalara olanak sağlaması açısından önemli olduğu 

düĢünülmektedir. Bu nedenle bu çalıĢmada 3-nitropropiyonik asit ile deneysel olarak 

oluĢturulan oksidatif ovaryum hasarına karĢı antioksidan bir madde olan 

astaksantin’in koruyucu etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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ÖZET 

Deneysel Ovaryum Hasarı OluĢturulmuĢ Ratlarda Astaksantin’in Koruyucu 

Etkisi 

Bu çalıĢmada 3-nitropropiyonik asit (3-NPA) ile deneysel ovaryum hasarı 

oluĢturulmuĢ ratlarda astaksantin’in koruyucu etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢma herbirinde sekiz adet olacak Ģekilde 4 eĢit gruba ayrılan 32 adet diĢi Wistar 

rat ile yapıldı: kontrol (K) grubu; fosfat çözeltisi (PBS), Astaksantin (AS) grubu; 

astaksantin (80 mg/kg) 14 gün, 3-NPA grubu;  3-NPA (12,5 mg/kg) günde iki kez 7 

gün, 3-NPA+AS grubu; 14 gün astaksantin (80 mg/kg) ve günde iki kez 7 gün 3-

NPA (12,5 mg/kg)  uygulandı. Tüm enjeksiyonlar intraperitoneal olarak yapıldı. 

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 (OSĠ) seviyeleri ile tam kan redükte glutatyon (GSH) 

seviyesi, plazma paraoksonaz aktivitesi (PON1), lipit profili, malondialdehit (MDA), 

nitrik oksit (NO), total sialik asit (TSA) ve total tiyol (TT) konsantrasyonları 

spektrofotometrik olarak analiz edildi. Ovaryum dokusu ayrıca histopatolojik olarak 

değerlendirildi. 3-NPA’nın histopatolojik olarak ovaryum hasarı oluĢturduğu, TAK 

(P<0,001), GSH (P<0,001), HDL (P<0,01) seviyeleri ile PON1 aktiviteside (P<0,01) 

önemli düĢüĢ, TOK, OSĠ (P<0.001), MDA, NO, TSA, CHOL, LDL (P<0,01) ve TG 

(P<0,05) seviyelerinde önemli artıĢ gözlendi. Sonuç olarak, astaksantin’in 3-NPA ile 

birlikte verilmesi 3-NPA’nın yukarıda belirtilen tüm biyokimyasal parametrelere 

yaptığı olumsuz etkiyi düzelttiği ve histopatolojik olarak hasar oluĢmasını önlediği 

gözlendi. 3-NPA ile indüklenen ovaryan toksisitesinin oksidatif hasara bağlı 

olabileceği ve astaksantin verilmesiyle gerçekleĢen düzelmenin antioksidan 

özellikleriyle iliĢkili olabileceği kanaatini taĢımaktayız. 

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

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 PON1 activity (P<0.01), and significantly 

increased TOC, OSĠ (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 
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1. GĠRĠġ 

DiĢi memelilerin baĢlıca üreme organı olan ovaryumlar, folikül adı verilen 

yapılardan oluĢmaktadır. Bu foliküller, ilk geliĢim aĢamalarında granüloza hücreleri 

ve foliküler geliĢimin ileriki aĢamalarında ise teka hücreleri adı verilen iki somatik 

hücre tipiyle çevrilebilen oosit içermektedir. Bu granüloza ve teka hücreleri birlikte 

cinsiyet steroid hormonları olan östrojen ve progesteronu üretmektedirler. Doğumda, 

genellikle yenilenmeyen bir havuz olarak kabul edilen, ovaryan folikül rezervi 

kurulmaktadır. Bu sınırlı sayıdaki foliküllerin, fertilize olabilen bir gamet üretimi 

yoluyla bir diĢinin ömrü boyunca doğurganlığı desteklemesi için gerekli olduğu 

kaydedilmektedir (Hirshfield 1991).  

Doğumdan sonra ovaryumda var olan rezerv foliküller yaĢam boyunca 

folliküler dalga denilen geliĢim aĢamaları ile aktive olmaktadır. Özellikle pubertas ile 

birlikte ovulasyonlu siklusların baĢlamasıyla folikül atılımı oluĢmaktadır. Bundan 

dolayı da bir diĢi doğumda ovaryumlarında var olan oosit sayısıyla hayatını 

sürdürmektedir. Folliküler dalgalarla var olan bu rezerv sayısı zamanla azalım 

göstermekte ve tükenmektedir. Ġnsanlarda bu durum karĢımıza menapoz olarak 

çıkmaktadır (Petrelli ve Mantovani 2002).  

Günümüz kötü çevre Ģartları, kontrolsüz kullanılan zirai ilaçlar, gıda 

sektöründe yapılan hileler ve çeĢitli zehirlenmeler nedeniyle erkek yada diĢilerde 

fertilite oranlarında düĢme veya doğurganlıkta ciddi azalmalar yaĢanmaktadır. Alınan 

kimyasalların özellikle oosit kalitesini bozması, implantasyonu engellemesi, 

spermanın çiftleĢmeden sonra diĢi genital kanalında yaĢam kalitesini bozması, erken 

embriyonal ölümlere neden olması, seksüel aktiviteyi doğrudan veya dolaylı 

etkilemesiyle infertilite oluĢmakta ve üreme kabiliyeti sekteye uğramaktadır (Petrelli 

ve Mantovani 2002, Sengupta ve ark. 2014).  

Fizyolojik olarak düĢük seviyelerdeki reaktif oksijen türlerinin (ROT) 

folikülogenezis, oogenezis, embriyogenezis ve gebeliğe kadar çeĢitli sinyal iletim 

yollarında önemli bir düzenleyici olarak rol oynadıkları bildirilmektedir (Agarwal ve 

ark. 2008). Oksidan türlerin üretiminin artmasının ve/veya antioksidan sistemin 
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etkinliğinin azalmasının neden olduğu yüksek seviyedeki ROT’un oksidatif strese 

yol açabildiği belirtilmiĢtir (Ciani ve ark. 2015). 

Organizmada birçok etkenden dolayı (kimyasallara maruz kalma, enfeksiyöz 

etkenler, hastalıklar v.b.) aĢırı ROT üretimi Ģekillenebilmektedir. Yüksek 

konsantrasyondaki ROT’un ovaryumda birikiminin, foliküler fonksiyon üzerinde 

zararlı etkilere neden olduğu ve diĢi üreme hastalıklarının geliĢmesinde önemli rol 

oynadığı ileri sürülmektedir (Agarwal ve ark. 2005). Ovaryumlarda oluĢan oksidatif 

stresin foliküllerde granüloza hücre apoptozu ve foliküler atreziye neden olarak 

oositlere zarar verdiği öne sürülmektedir (Jancar ve ark. 2007). Birçok çalıĢmada, 

memelilerde foliküler atrezinin ana nedenlerinden biri olan granüloza hücre 

apoptozun oksidatif stresten kaynaklandığı kaydedilmektedir (Murdoch 1998, Ciani 

ve ark. 2015, Zhang ve ark. 2015, Li ve ark. 2017). 

ÇeĢitli bitki ve mantarlar tarafından üretildiği bildirilen ve doğal bir toksin 

olan 3-nitropropiyonik asitin (3-NPA) süksinat dehidrojenazın (SDH) bir inhibitörü 

olduğu kaydedilmektedir. 3-NPA’nın SDH’nin inhibisyonu ile ROT seviyelerini 

artırarak mitokondriyal kökenli oksidatif strese neden olan etkili bir oksidan olduğu 

bildirilmiĢtir (Kim ve ark. 2000, Shen ve ark. 2012). Ayrıca 3-NPA’nın in vivo 

ovaryan oksidatif stresi indükleyebileceği belirtilmektedir (Zhang 2015). 

Antioksidanların organizmada oksidatif dengenin sağlanması ve hücrelerin 

oksidatif stresin zararlı etkilerinden korunmasında önemli rol oynayan savunma 

ajanları oldukları bildirilmektedir (Davies 1995, Ciani ve ark. 2015). 

  



3 

 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. 3-Nitropropiyonik asit 

3-nitropropiyonik asit (P-nitropropiyonik asit, bovinosidin, hiptagenik asit) 

olarak adlandırılan madde, kimyasal olarak saf formda, suyla kolayca çözünebilen, 

sarı, kristalimsi katı bir maddedir (Burdock ve ark. 2001). 

2.1.1. 3-Nitropropiyonik Asitin Toksisitesi ve Etki Mekanizması 

Toksisitenin mekanizmasında dopaminerjik toksisite, striatal arterin 

yaralanması veya glutamat taĢıyıcı aktivitesinin yüksek olmasının etkili olabileceği 

ifade edilmektedir (Nishino ve ark. 1997). 3-NPA’nın farelerde ve ratlarda LD50 

dozlarının 60-120 mg/kg arasında olduğu kaydedilmektedir (Burdock ve ark. 2001). 

Ratlarda, toksisitenin ilerlemesi üç aĢamaya ayrılmıĢtır; 

I.    AĢama; uyku hali, 

II.   AĢama; kürek ve yuvarlanma hareketleriyle koordine olmayan yürüyüĢ, 

III. AĢamada; belirgin çiğneme hareketleriyle ventral veya lateral yaslanma. 

Ölümün genellikle solunum yetmezliğinden kaynaklandığı bildirilmiĢtir 

(Hamilton ve Gould 1987). Subakut uygulamadan sonra en sık görülen Ģiddetli motor 

anormalliklerinin arka bacağın uzatılması, distonik duruĢ ve yalpalayarak yürüme 

olduğu belirtilmiĢtir. Ancak kronik uygulamalarda bu semptomlara rastlanmadığı 

bildirilmektedir (Guyot ve ark. 1997). 

3-Nitropropiyonik asitin temel etki mekanizmasının, mitokondriyal kompleks 

II’nin bir bileĢeni ve krebs döngüsünde süksinik asitin fumarik asite 

dehidrojenasyonundan sorumlu olan, SDH’nin inhibisyonu olduğu, bu etkiyi; SDH 

ile reaksiyonu sonucu oluĢan 3-nitroakrilatın enzimin aktif bölgesine kovalent bir 

eklenti yaparak geri dönüĢümsüz katalitik inaktivasyona neden olarak yaptığı ileri 

sürülmektedir (Alston ve ark. 1977). 

3-Nitropropiyonik asitin ikincil etki mekanizmasının toksisitesine özgü 

olmadığı kaydedilmektedir. 3-NPA’nın parçalanmasında nitrik oksit (NO) 

oluĢumuna bağlı olarak bir vazodilatör reaksiyonu ile oluĢan düĢük kan basıncı 
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nedeniyle geridönüĢümlü sistemik vasküler hasar ile karakterize olduğu ifade 

edilmektedir (Castillo ve ark. 1993). 3-NPA’nın dolaylı olarak yağ asitlerinin 

mitokondriyal beta-oksidasyonunu da inhibe ederek oksidatif strese neden olan 

serbest radikal oluĢumu için substrat sağladığı bildirilmektedir (Esfandiari ve ark. 

1997).  

3-nitropropiyonik asitin eksitotoksisitesinin ATP seviyesinin ve oksijen 

tüketiminin düĢmesine neden olan mitokondriyal solunumun bozulmasıyla iliĢkili 

olduğu ifade edilmektedir (Erecinska ve Nelson 1994). Eksitotoksik kaskadında ATP 

seviyesinin düĢmesiyle N-metil-D-aspartat reseptörünün aktivasyonu ile hücreye 

kitlesel Ca
2+

 akıĢına neden olarak nekroz veya apoptoza yol açan membran 

potansiyelinin azalmasına sebep olduğu kaydedilmektedir (Portera-Caillau ve ark. 

1995). 3-NPA’nın neden olduğu metabolik bozulma nedeniyle Na-K pompasının 

çökmesinin geri dönüĢümsüz depolarizasyona da yol açması, 3-NPA patogenezinde 

eksitotoksisitenin rolünü desteklediği ifade edilmektedir (Riepe ve ark. 1992). 

YaĢ ve cinsiyetin ratların 3-NPA’ya karĢı duyarlılığını etkileyen faktörlerden 

olduğu ve genç hayvanların 3-NPA toksisitesinden daha az etkilendiği rapor 

edilmiĢtir (Bossi ve ark. 1993). Bunun nedeninin, SDH aktivitesi ve mitokondriyal 

fonksiyonların genel olarak yaĢla birlikte azalmasından ileri geldiği öne sürülmüĢtür 

(Fattoretti ve ark. 1998).  

Cinsiyete bağlı duyarlılık için erkeklerin diĢilere göre daha duyarlı olduğu ve 

bunun cinsiyet hormonları ile iliĢkili olabileceği belirtilmiĢtir (Nishino ve ark. 1998). 

Altı haftadan küçük deney hayvanlarına sistemik uygulama sonrası beyinde toksik 

etki oluĢturmadığı, 7-14 haftalık deney hayvanlarında % 25 oranında striatal hasar 

oluĢtuğu, 16 haftadan büyüklerde ise % 80 striatal lezyon oluĢtuğu ve ölüm 

görüldüğü bildirilmiĢtir (Davies 1995). 

Ratların 3-NPA uygulamasına farelerden daha duyarlı oldukları bildirilmiĢtir. 

Rat türleri arasında ise 3-NPA toksisitesine en duyarlı Fischer ratlar, daha az duyarlı 

olan ise Lewis ratlar oldukları belirtilmektedir. Wistar ve Spraque Dawley ratların da 

3-NPA’ya duyarlı oldukları bildirilmektedir (Ouary ve ark. 2000, Brouillet ve ark. 

2005).  
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2.2. Reaktif Oksijen Türlerinin Biyokimyası 

Reaktif oksijen türleri terimi hem serbest radikaller hem de radikal olmayan 

ara ürünler için kullanılmaktadır. Serbest radikaller, bir veya daha fazla eĢleĢmemiĢ 

elektron içeren türler olarak tanımlanmaktadır. Bu tamamlanmamıĢ elektron 

kabuğunun serbest radikale yüksek reaktivite kazandırdığı kaydedilmektedir. Serbest 

radikallerin birçok elementten üretilebildiği, ancak biyolojik sistemlerdeki en önemli 

kaynaklarının oksijen ve azot olduğu bildirilmiĢtir (ġekil 1, Burton ve Jauniaux 

2011). 

ġekil 1. Reaktif oksijen türlerinin potansiyel kökenleri ve detoksifikasyon yolları (Burton ve Jauniaux 

2011) 

Tüm hücre ve dokuların, elektron transfer zincirinde sürekli olarak düĢük bir 

miktardaki moleküler oksijeni ROT’lara dönüĢtürdüğü belirtilmektedir. ROT’ların 

organizmada aktif fagositlerde meydana gelen solunum patlaması da dahil olmak 

üzere birçok yolla üretilebildiği ileri sürülmektedir (Alfadda ve Sallam 2012). Aynı 

zamanda “oksidatif patlama” olarak da bilinen solunum patlaması, süperoksit anyonu 

(O2
−
•) ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi ROT’ların farklı hücre türlerinden hızlı 

salınması olayı olarak tanımlanmaktadır. Genellikle, bu kimyasalların, organizmanın 

bakteri veya mantarlar tarafından enfeksiyonu sonucu nötrofiller ve makrofajlar gibi 

immün sistem hücreleri tarafından üretildikleri öne sürülmektedir. Ayrıca O2
−
• ve 

H2O2 gibi ROT’ların hayvanlarda, oositin fertilizasyonundan sonra ovaryumlardan 

salındıkları da bildirilmiĢtir (Yang ve ark. 2016). 
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Fagositlerde, bakterileri parçalamak için, meydana gelen solunum 

patlamasının immün sistemde önemli bir rol oynadığı belirtilmektedir. O2
−
• birçok 

hücrede yaygın olarak bulunan bir enzim ailesi olan nikotinamid adenin dinükleotit 

fosfat (NADPH) oksidaz tarafından üretilmektedir. Nötrofiller ve monositlerin, H2O2 

ile CI
–
’u birleĢtirerek bakterilerin yok edilmesinde rol oynayan hipoklorit üretmek 

için myeloperoksidazı kullandıkları bildirilmektedir (Yang ve ark. 2016). 

. 

Reaktif oksijen türlerinin oluĢumunun, aerobik metabolizmanın doğal bir 

sonucu olduğu ve doku oksijen homeostazının korunmasında önemli payı bulunduğu 

bildirilmiĢtir. Oksijen homeostazı sürdürülmediğinde, hücresel ortamda oksidatif 

stresin meydana geldiği öne sürülmektedir. Mitokondride normal metabolik yan 

ürünler olarak O2
−
•, H2O2 ve hidroksil (•OH) radikallerinin üretildikleri belirtilmiĢtir. 

Mikrozomal sitokrom P450 enzimleri, flavoprotein oksidazlar ve peroksizomal 

enzimler, ROT'un diğer önemli hücre içi kaynaklarından oldukları kaydedilmektedir 

(Seifried ve ark. 2007, Lu ve ark. 2018).  

Reaktif oksijen türlerinin hem sağlıkta hem de hastalıkta kilit rol oynadıkları, 

normal damar hücrelerinin iĢleyiĢi ve damar çapı düzenlemesinin sürdürülmesi gibi 

çeĢitli fizyolojik süreçlerde önemli bir role sahip oldukları belirtilmektedir (Salman 

ve Ashraf 2013). ROT’ların biyolojik sistemlerde, farklılaĢma, çoğalma, büyüme, 

apoptoz, hücre iskeleti, migrasyon ve kasılma düzenlemelerine katıldıkları ve 

büyüme faktörü uyarımı ile enflamatuvar yanıtın kontrolünde rol oynadıkları 

belirtilmektedir (Brieger ve ark. 2012, Kuru ve ark. 2018). 

Fizyolojik koĢullar altında en yaygın O2
−
• anyonunun bulunduğu ve ana 

kaynağının mitokondri olduğu ileri sürülmektedir (Cadenas ve Davies 2000). O2
−
• 

anyonunun dioksijene bir elektronun eklenmesiyle oluĢtuğu, ancak sulu çözeltilerde 

kendiliğinden reaksiyona girerek H2O2 ve moleküler oksijene (O2) (O2
−
• + O2

−
• + 

2H
+
→H2O2 + O2) dönüĢebilir olması nedeniyle kararsız olduğu kaydedilmektedir 

(Lu ve ark. 2018). 
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Solunum zincirinde elektronların transfer olayının tam olarak verimli 

olmadığı ve özellikle kompleks I ve III’ten elektronların moleküler oksijene 

sızmasıyla O2
−
• anyonu oluĢumuna neden oldukları belirtilmektedir. OluĢum hızının, 

zincirde mevcut olan elektronların sayısı ile belirlendiği ve böylece hiperoksi ve 

yüksek glukoz konsantrasyonunda arttığı bildirilmektedir. Kompleks IV için son 

elektron alıcısı olarak hareket eden oksijenin mevcudiyetinin azalmasının 

elektronların birikmesine neden olduğu öne sürülmektedir. O2
−
• anyonunun yüklü 

olması nedeniyle zardan geçemediği ve mitokondri matriksi içinde kaldığı 

bildirilmiĢtir (Burton ve Jauniaux 2011). O2
−
• anyonu Fe

3+
 iyonunu Fe

2+
’ya 

indirgeyerek O2’ye (O2
−
• + Fe

3+
 → O2 + Fe

2+
 ) dönüĢebilmektedir (Lu ve ark. 2018).  

Süperoksit anyonunun benzer Ģekilde endoplazmik retikulumda 

elektrontransport zincirinden elektronların sızmasıyla da üretilebildiği 

bildirilmektedir (Tu ve Weissman 2004). Süperoksit dismutaz (SOD) enzimleriyle 

detoksifiye edilerek H2O2’ye dönüĢtürülmektedir (Lu ve ark. 2018) 

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamakla birlikte, serbest radikallerin 

üretilmesi ve detoksifikasyonuyla yakından iliĢkili olduğu buyüzden ROT içerisinde 

anıldığı belirtilmiĢtir (Lu ve ark. 2018). Polar olmadığı için hücre ve organellerin 

zarlarından kolayca geçebilmekte ve bu nedenle geniĢ çapta sinyal iletim yollarında 

ikinci bir haberci olarak rol oynamaktadır. H2O2, katalaz (CAT) ve glutatyon 

peroksidaz (GSH-Px) enzimleriyle suya detoksifiye edilmektedir. O2
−
• ve H2O2 

seviyelerindeki dengesizliğin, onlardan çok daha tehlikeli olan •OH radikali 

oluĢumuna neden olabileceği bildirilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 2007).  

Hidroksil radikalinin pürinleri ve pirimidinleri modifiye ederek DNA iplikçik 

kopmalarına ve DNA hasarına neden olduğu belirtilmektedir (Agarwal 2004). •OH 

radikalinin ana kaynağının metal katalizörlü Haber-weiss reaksiyonu olduğu 

bildirilmiĢtir (Kehrer 2000); O2
−
• + H2O2 → O2 + OH

−
 + •OH 

Ġkinci kaynağının ise Fenton-tip reaksiyonu olduğu belirtilmiĢtir (Liochev 

1999, Lu ve ark. 2018); Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH
−
 + •OH 
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Hidroksil radikalinin, yakın çevresinde bulunan herhangi bir biyolojik 

molekül ile reaksiyona girebildiği ve çok reaktif olduğu için bilinen bir 

temizleyicisinin bulunmadığı bildirilmiĢtir (Burton ve Jauniaux 2010). 

2.2.1. Nitrik Oksit 

Reaktif oksijen türleri kadar önemli olan diğer bir reaktif tür grubuna reaktif 

azot türleri (RNT) denilmektedir. Serbest bir radikal olan NO, bu grubun en önemli 

üyesini oluĢturmaktadır. NADPH-bağımlı enzimlerden olan nitrik oksit sentaz (NOS) 

tarafından katalize edilen arjininin sitrülline dönüĢtürüldüğü reaksiyon sırasında 

üretilmektedir (ġekil 2) (Drew ve Leeuwenburgh 2002, Bolisetty ve Jaimes 2013, 

Ogun ve ark. 2016). NOS’un nöronal (nNOS), indüklenebilir (iNOS) ve endotelyal 

(eNOS) olmak üzere üç izoformu bulunduğu ve her hücre komponentinde bulunduğu 

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

Nitrik oksitin, tek bir eĢleĢmemiĢ elektron içeren yüksüz lipofilik bir molekül 

olduğu kaydedilmektedir. NO’nun çok reaktif bir radikal olmasa da, protein 

fonksiyonu ve tüm organizmaların fonksiyonu üzerinde etkisi olan, ayrıca 

biyomoleküllerdeki nitrozatif hasarı tetikleyebilen baĢka reaktif ara maddeler 

oluĢturabilmesi açısından önemli olduğu bildirilmiĢtir (Drew ve Leeuwenburgh 

2002). Bu nedenle; NO’nun bir oksidan veya bir antioksidan olarak iĢlev görebildiği 

belirtilmiĢtir. Aynı zamanda nörotransmitter ve kan basıncı düzenleyicisi olan 

NO’nun patolojik durumlar sırasında güçlü oksidanlar üretebildiği öne sürülmektedir 

(Salman ve Ashraf 2013). 

 

ġekil 2. Nitrik oksit oluĢumu (Ozcan ve Ogun 2015). 
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Nitrik oksitin sitokrom C oksidazı inhibe edebildiği bildirilmiĢtir. 

Mitokondride bulunan NO’nun, mitokondriyal biyogenez, solunum ve oksidatif stres 

gibi çeĢitli iĢlemlerin aktivitesini değiĢtirebilen reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin 

üretimini arttırdığı ileri sürülmektedir (Bolisetty ve Jaimes 2013). 

Hücresel fonksiyonlar için önemli düzenleyici görevi olan NO’nun 

oluĢturduğu nitrosatif stres ile redoks duyarlı transkripsiyon faktörünü aktive ederek 

enflamasyon iliĢkili kanserogenezde kritik bir rol oynadığı bildirilmektedir. NO’nun 

plazmadaki seviyesinin artması ile askorbik asit ve ürik asit konsantrasyonunu 

azaltabildiği ve lipit peroksidasyonunu baĢlatabildiği belirtilmektedir (Salman ve 

Ashraf 2013). AĢırı miktarda O2
−
• anyonunun, NO ile etkileĢimi peroksinitrit anyonu 

(ONOO
-
) oluĢmasına yol açmaktadır; O2

- 
+ NO → ONOO

–
 

Peroksinitritin kendiliğinden ayrıĢarak nitrojen dioksit (NO2) ve •OH 

oluĢturabilen güçlü bir pro-oksidan olduğu belirtilmektedir (Pacher ve ark. 2007). 

Sitotoksik bir radikal olan ONOO
-’
nun doku hasarına neden olduğu ve düĢük 

dansiteli lipoproteinleri (LDL) okside ettiği bildirilmektedir. Ayrıca doğrudan protein 

oksidasyonuna ve DNA oksidasyonuna neden olabildiği kaydedilmektedir (Halliwell 

2007). 

2.2.2. Lipit Peroksidasyonu 

Mitokondri ve ekstramitokondriyal bölgelerde üretilen ROT’lar, oksidatif 

değiĢikliklere karĢı oldukça hassas olan ve hücresel membranlarda bulunan 

fosfolipitler gibi kompleks lipitlerde ve lipoproteinlerde bulunan çoklu doymamıĢ 

yağ asitleriyle (PUFA: polyunsaturated fatty acids) reaksiyona girmektedir. 

PUFA’ların ROT’lar tarafından kimyasal olarak modifiye edilerek bozulmasına 

neden olan sürece lipit peroksidasyonu adı verilmektedir (Van Kuijk ve ark. 1990). 

Hücresel membranlardaki lipit peroksidasyonu ROT’un katkısıyla veya 

PUFA zincirinde iki çift bağ arasında yer alan metilen grubundan ROT tarafından 

hidrojen atomunun (allilik hidrojen) ayrılması ile baĢlatılmaktadır. PUFA’dan oluĢan 

konjuge dienler, zarların içinde oldukça yüksek oranda bulunan oksijenle reaksiyona 

girerek bir peroksil radikali oluĢturmaktadır. Peroksil radikalleri bilhassa komĢu 
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PUFA zincirleri için oldukça reaktif olduklarından, onlardan hidrojeni çıkararak lipit 

peroksidasyon sürecini yaymaktadırlar. Bu reaksiyonda bir lipit hidroperoksit ve 

karbon merkezli radikal oluĢmaktadır. Lipit hidroperoksit yerine siklik lipit 

endoperoksitler de oluĢturulabilmektedir. Lipit peroksitlerinin, geçiĢ metal iyonları 

(demir, bakır iyonları) varlığında, bunlarla reaksiyona girerek alkoksil radikalleri 

meydana getirebildikleri belirtilmiĢtir (Halliwell ve Gutteridge 2007, Reed 2011). 

Dahası, metal iyonlarının lipid peroksit molekülünün kararsızlaĢmasına neden olarak 

daha küçük ürünlere ayrıĢmasına neden olabildiği bildirilmiĢtir. OluĢan bu ürünler, 

basit hidrokarbonlardan çeĢitli ketonlar ve aldehitlere kadar çeĢitlilik göstermektedir. 

Lipit peroksitlerinin ayrıĢma ürünlerinin, akrolein, malondialdehit (MDA), 4-

hidroksi-2-nonenal (HNE) ve 4-hidroksi-2-heksenal (HHE) gibi aldehitler oldukları 

kaydedilmektedir (Van Kuijk ve ark. 1990, Esterbauer ve ark. 1991).  

Yaygın olarak kullanılan lipit peroksidasyon belirteçlerinin MDA ve HNE 

olduğu bildirilmiĢtir. HNE’nin, linoleik asit gibi ω-6 PUFA'nın bir peroksidasyon 

ürünü olarak oluĢturulduğu, MDA’nın ise esas olarak, araĢidonik asit gibi ikiden 

fazla çift bağ bulunduran PUFA'nın peroksidasyon ürünü olduğu bildirilmektedir 

(ġekil 3, Halliwell ve Gutteridge 2007). 

 

ġekil 3. Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin peroksidasyonu (Halliwell ve Gutteridge 2007). 

2.2.2.1. Malondialdehit 

Malondialdehitin araĢidonik asit ve daha büyük PUFA'ların enzimatik veya 

enzimatik olmayan süreçlerle parçalanması sonucu oluĢan bir son ürün olduğu 

kaydedilmiĢtir. MDA’nın, ROT'lardan kimyasal olarak daha istikrarlı ve zar geçirgen 

olduğu, HNE ve metilglioksaldan daha az toksik olduğu belirtilmektedir. MDA’nın 
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oksidatif stresi belirleyen en popüler ve güvenilir belirteçlerden biri olması nedeniyle 

omega-3 ve omega-6 yağ asitlerinin lipit peroksidasyonunun tespitinde uzun yıllardır 

yaygın olarak kullanılmakta olduğu ifade edilmektedir. MDA oluĢtuktan sonra, 

enzimatik olarak metabolize edilebilmekte veya hücresel proteinler yada DNA 

üzerinde reaksiyona girerek biyomoleküler hasara neden olan ürünler oluĢturabildiği 

bildirilmektedir. Ġlk çalıĢmalar, MDA’nın, mitokondriyal aldehit dehidrogenaz ile 

oksidasyonunu takiben asetaldehite dekarboksilasyonunu ile asetat, CO2 ve H2O’ya 

metabolize olduğunu göstermektedir. Öte yandan, sitoplazmik MDA'nın fosfoglukoz 

izomeraz ile metilglioksala ve glioksalaz sisteminin enzimleriyle D-laktata 

metabolize edildiği bildirilmiĢtir. MDA'nın bir kısmının ise, N-epsilon-(2-

propenal)lizin veya N-2-(propenal)serin olarak idrarla atıldığı kaydedilmektedir 

(Ayala ve ark. 2014). 

2.3. Antioksidan Savunma 

Antioksidanlar, düĢük konsantrasyonlarda mevcut olduğunda, oksitlenebilir 

substratlarla iliĢkili olarak, genellikle kendileri okside olurken oksidatif prosesleri 

önemli ölçüde inhibe eden veya geciktiren maddeler olarak tanımlanmaktadır (Vaya 

ve Aviram 2001).  

Antioksidanların, medikal tedavi amacıyla oksidatif strese bağlı hastalık 

süreçlerine karĢı uygulanmasına olan ilginin gün geçtikçe arttığı öne sürülmektedir. 

Hücrelerin kullandıkları, vitaminler (A, C ve E) ve enzimler (SOD, CAT, GSH-Px ve 

tioredoksin redüktaz) gibi çok çeĢitli güçlü antioksidanlar bulunmaktadır. Hücreler 

için mevcut olan diğer non-enzimatik antioksidanlar arasında GSH, eksojen serbest 

radikal temizleyiciler, karotenoidler ve polifenoller yer almaktadır (Biswas ve ark. 

2005, Lehoux 2006). 

Antioksidanların, potansiyel oksidanları çıkararak veya bunları nispeten 

kararlı bileĢiklere dönüĢtürerek serbest radikal oluĢumunu azalttıkları 

bildirilmektedir (Vaya ve Aviram 2001). Birincil savunma mekanizmasının iĢlevi, 

hücre içi hedeflerle reaksiyona girmeden önce serbest radikalleri temizleyerek 

doğrudan oksidatif hasarı önlemektir (Curtin ve ark. 2002).  SOD, GSH-Px, CAT ve 

glutatyon redüktaz (GSR) birincil savunma mekanizmasının elemanlarını 
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oluĢturmaktadır (Lu ve ark. 2018). SOD, O2
−
• radikalinin H2O2’ye aĢağıdaki gibi 

dönüĢtürülmesinden sorumludur (Curtin ve ark. 2002). 

 

Hidrojen peroksit CAT aracılığı ile suya ve moleküler oksijene 

dönüĢtürülmektedir;  

 

Glutatyon sistemi serbest radikallere karĢı önemli hücresel savunma 

mekanizması olarak görev yapmaktadır. GSH sadece doğrudan ROT temizleyicisi 

değil, aynı zamanda hücre içi redoks durumunun düzenlenmesinde önemli role sahip 

olan bir antioksidandır. Sistem GSH, GSH-Px ve GSR’den oluĢmaktadır. GSH-Px, 

kosubstrat olarak GSH’yı kullanarak H2O2'nin suya indirgenmesini katalize 

etmektedir: 

 

Okside glutatyon (GSSG) daha sonra aĢağıda belirtildiği gibi NADPH 

kullanarak GSR ile GSH'a indirgenmektedir: 

 

Hücrelerin GSH'yi yeniden üretme kabiliyeti (GSSG'nin azaltılması yoluyla 

veya GSH'nin sentezi yoluyla) hücrenin oksidatif stresi yönetmedeki verimliliğini 

yansıttığı bildirilmiĢtir (Curtin ve ark. 2002, Lu ve ark. 2018). Ayrıca, biyolojik 

sistemlerde yaygın olarak bulunan diğer küçük moleküller, C vitamini, ürik asit ve 

bazı polifenoller de birincil savunma sisteminin bir parçası olarak görev 

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

Ġkincil antioksidan savunma mekanizmaları aynı zamanda zincir kırma 

reaksiyonu olarakta bilinmektedir. Bu mekanizma zararlı radikalleri hapsederek 

etkilerini erken bir aĢamada durdurma görevi görmektedir. E vitamini (α-tokoferol) 
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gibi antioksidanların, tüm hücresel membranlarda bulunduğu ve hücreyi lipit 

peroksidasyonuna karĢı koruyucu görevi olduğu bildirilmektedir (Vaya ve Aviram 

2001). β-karoten en verimli süpürücü etkisini E vitamini ile ortaya koyarken, E 

vitamininin β-karotenin konjuge çift bağını oksidasyondan koruduğu belirtilmiĢtir  

(Lu ve ark. 2018). 

2.4. Total Antioksidan/Oksidan Kapasite 

Plazma ve vücut sıvılarında bulunan antioksidanların toplam etkisini total 

antioksidan kapasite (TAK), oksidanların toplam etkisini ise total oksidan kapasite 

(TOK) yansıtmaktadır. Vücudun antioksidan/oksidan durumu antioksidan enzimlerin 

aktivitesi ve oksidan/antioksidan moleküllerin konsantrasyonu ayrı ayrı ölçülerek 

değerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu TAK ve TOK 

ölçümü ile daha kolay değerlendirilebilmektedir (Erel 2004, Erel 2005). 

Antioksidanların serum veya plazma konsantrasyonlarının laboratuvarlarda 

ayrı ayrı ölçümlerinin yapılmasının zaman alıcı olması, yoğun iĢ yükü oluĢturması ve 

pahalıya mal olan karmaĢık teknikleri gerektirmesi gibi birçok açıdan olumsuzlukları 

bulunmaktadır. Bu nedenle TAK ölçümünün en çok kabul gören yöntem olduğu 

belirtilmektedir (Wijnberger ve ark. 2003, Vlachos ve ark. 2006). 

Total antioksidan kapasiteye katkıda bulunan temel moleküller (albümin, ürik 

asit, askorbik asit, α-tokoferol, bilirubin vb.) bulunmaktadır (Erel 2004). Ġnsan 

plazmasında TAK’ın % 85’inden fazlasını albümin, ürik asit ve askorbik asitin 

oluĢturduğu kaydedilmiĢtir (Gitto ve ark. 2009)  

Antioksidanlarda olduğu gibi serum ya da plazmada farklı oksidan 

moleküllerin ayrı ayrı ölçümü pratik olmadığından ve bu oksidanların bir arada etki 

etmesi her birinin tek baĢına oluĢturduğundan daha fazla oksidan etki ortaya 

çıkarmasından dolayı TOK ölçümünün daha yararlı olduğu bildirilmektedir (Erel 

2005). TOK; total peroksit, serum oksidasyon aktivitesi ve reaktif oksijen 

metabolitleri gibi isimler de almaktadır (Erel 2005). 
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2.5. Total Tiyol 

Tiyoller, bir sülfhidril grubu (-SH) içeren organik bileĢikler sınıfını 

oluĢturmaktadır. Bir karbon atomuna bağlı bir sülfür atomu ve bir hidrojen 

atomundan oluĢmaktadır. Plazmadaki protein tiyolleri, protein sülfhidril grupları ile 

homosistein, sisteinilglisin, sistein ve GSH’dan oluĢan protein mix disülfürler 

içermektedir. Ġnsan plazmasında indirgenmiĢ homosistein, sisteinilglisin, sistein ve 

glutatyon tiyolleri bulunmaktadır. Bu tiyoller düĢük moleküler kütleli disülfitler, 

homosistin, sistinilglisin, sistin ve GSSG Ģeklinde de bulunmaktadır (Rossi ve ark. 

2008). Hücre içinde düĢük moleküler ağırlıklı sülfidril/disülfür havuzunu özellikle 

indirgenmiĢ formda olan GSH/GSSG oluĢturmaktayken, plazmada ve bütün olarak 

hücre dıĢında ise disülfid formunda bulunan sistein/sistin oluĢturmaktadır (Dalle-

Donne ve ark. 2008). 

Dinamik tiyol disülfit dengesinin, antioksidan koruma, detoksifikasyon, 

sinyal iletimi, apoptoz, enzimatik aktivitenin düzenlenmesi, transkripsiyon faktörleri 

ve hücresel sinyalizasyon mekanizmalarında kritik rol oynadığı bildirilmektedir (Erel 

ve Neselioglu 2014). 

Vücuttaki total tiyol (TT), özellikle protein tiyol (-SH) grupları, canlı 

organizmanın baĢlıca plazma antioksidanları olarak kabul edilmektedir. Bu tiyol (-

SH) gruplarının çoğu albüminde bulunur ve vücut sıvılarında bulunan baĢlıca 

indirgeme gruplarını oluĢturmaktadır (Prakash ve ark. 2009) 

2.6. Paraoksonaz 1 

Paraoksonaz 1 (PON1) ilk olarak 1940'larda, memeli dokularında 

organofosfatlı pestisitleri hidrolize edebilen bir enzim olarak bildirilmiĢtir (Mazur 

1946). Aldridge tarafından 1953'te dietil p-nitrofenil fosfatı hidrolize edebilmesi 

nedeniyle α-esteraz enzimi olarak tanımlanmıĢtır (Aldridge 1953). 

PON1’in, bir aril-dialkil fosfatın dialkil fosfat ve bir aril alkole hidrolize 

edebilme kabiliyetinden dolayı, "Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji 

Birliği Enzim Komisyonu" tarafından “arildialkilfosfataz” olarak sınıflandırılmıĢtır 

(Mackness ve ark. 1998). Sonraki araĢtırmalar, PON1'in, bir laktonaz ve bir 
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arilesteraz da olduğunu göstermiĢtir (Khersonsky ve Tawfik 2006). PON1’in ayrıca 

oksidatif stres koĢulları altında üretilen H2O2'i indirgeme kabiliyeti ve okside 

HDL’de lipit hidroperoksitlerini hidroksitlere indirgeme kabiliyeti nedeniyle de 

peroksidaz benzeri bir enzim olduğu gösterilmiĢtir (Aviram ve ark. 1998a, 1998b). 

2.6.1. Paraoksonaz 1’in Biyokimyasal Önemi 

Moleküler kütlesi yaklaĢık 43 kDa olan PON1, 354 amino asitten oluĢan bir 

glikoproteindir (Gan ve ark. 1991). Enzimin HDL ile birleĢimi için gerekli olan 

hidrofobik sinyal dizisi N terminal bölgesinde bulunmaktadır (Mackness ve ark. 

1998). Enzimin merkezinde biri enzimin katalitik aktivitesi için diğeri ise enzimin 

stabilitesi için gerekli olan iki Ca
+2

 iyonu bulunan bir tünel bulunmaktadır (Harel ve 

ark. 2004). 

 

ġekil 4. PON1’in genel yapısı, HDL (kırmızı silindirler), yapısal kalsiyum katyonu (yeĢil) ve bir 

fosfat anyonunun (çubukların) bağlandığı katalitik kalsiyum katyonuna (kırmızı) bağlanan üç alfa 

helezonu gösterilmektedir (Rochu ve ark. 2007). 

Merkezi tünel enzimin aktif bölgesini oluĢturmaktadır. PON1 tarafından etkili 

bir Ģekilde hidrolize edilen substratların hidrofobik olması, enzimin aktif bölgesinin 

hidrofobik olmasından ileri geldiği bildirilmektedir (Aviram ve ark. 1998a). 

Paraoksonaz 1 enzimi HDL ile yakından iliĢkili bir glikoproteindir. Karaciğer 

tarafından salgılanan PON1’in, antioksidan enzim olarak kabul edildiği, organizmada 

organofosfat pestisitler ve nörotoksik bileĢiklerin hidrolizinden sorumlu olduğu 

kaydedilmektedir (Fuhrman 2012, Mehdi ve Rizvi 2012). Aynı zamanda kolesterol 

(CHOL) akıĢıyla iliĢkili olarak makrofajları artırdığı, homosistein tiyolaktonu 
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parçalayarak protein modifikasyonunu önlediği ve serbest radikalleri stabilize ettiği 

belirtilen PON1’in, böylece membran bütünlüğünü koruduğu kaydedilmektedir 

(Chistiakov ve ark. 2017).  

PON1’in antioksidan aktivitesinin, sistein-284 üzerinde bulunan serbest 

sülfhidril grubundan kaynaklandığı ifade edilmektedir (Kuo ve La Du 1995). 

PON1’in LDL oksidasyonunun önlenmesi sırasında hidrolitik fonksiyonunun bir 

miktar inaktivasyona uğradığı belirtilmiĢtir (Aviram ve ark. 1998b). PON1’in, hem 

H2O2’yi hem de kolesteril linoleat hidroperoksitleri gibi lipit peroksitlerini hidrolize 

ederek oksidatif strese karĢı önemli rolü olduğu ileri sürülmüĢtür (Shekhanawar ve 

ark. 2013). Paraoksonda bulunan O-P tipi ester bağı, fosfolipid peroksitler ve 

kolesteril ester peroksitler ile iliĢkili lipoproteinlerde mevcut olabileceğinden, 

PON1’in fosfotriesteraz özelliğinin de oksidatif strese karĢı korumaya katkıda 

bulunabileceği belirtilmiĢtir (La Du 1996). PON1’in H2O2 kaynaklı lipit 

peroksidasyonuna karĢı koruyuculuğunun yanında okside fosfolipidlerin oluĢturduğu 

ve ONOO
-
 birikimini de engellediği tespit edilmiĢtir (Rozenberg ve ark. 2003).  

Paraoksonaz 1’in HDL ile iliĢkili kolesteril ester hidroperoksitlerini, LDL ile 

iliĢkili olanlardan daha hızlı bir Ģekilde indirgediği, bunun sebebinin organizmadaki 

PON1’in ağırlıklı olarak HDL ile iliĢkili olmasından kaynaklandığı ileri 

sürülmektedir. Bundan dolayı PON1’in aslında, LDL yerine HDL’yi oksidatif strese 

karĢı korumak için çalıĢtığı belirtilmektedir (Bowry ve ark. 1992). 

 

ġekil 5. Paraoksonaz ve HDL arasındaki iliĢkinin Ģematik görüntüsü. HDL geçici olarak reseptör 

aracılığı ile hücre yüzeyine bağlanır, daha sonra PON1 hücre yüzeyinden ayrılır ve Apolipoprotein Al 

tarafından tutularak HDL'ye bağlanır (Sorenson ve ark. 1999). 
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Serum PON1 enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunmaktadır. PON1’in 

plazma lipoproteinlerinin oksidasyonunun önlenmesinde görev aldığı 

bildirilmektedir (Mackness ve ark. 1985). PON1 enziminin HDL’nin apolipoprotein 

A1 ve apolipoprotein J (clustrein) proteinleri ile iliĢkili olduğu belirtilmektedir 

(Hasselwander ve ark. 1998). PON1 enziminin,  N-terminal ucunda bulunan 

hidrofobik yapıdaki sonlanma bölgesi aracılığı ile fosfolipidler ve lipoproteinlere 

bağlandığı bildirilmektedir (Sorenson ve ark. 1999). 

 

ġekil 6. HDL molekülünün Ģematik gösterimi. (PON1: Paraoksonaz, HPBP: Ġnsan Fosfat Bağlayıcı 

Protein, PAF-AH: Trombosit Aktive Edici Faktör Asetilhidrolaz, LCAT: Lesitin Kolesterol Asetil 

Transferaz, GHRELIN: Ghrelin hormonu (açlık hormonu)) (Rochu ve ark. 2007). 

DolaĢımdaki PON1 ve HDL arasında sıkı bir iliĢki olduğu, PON1’in sadece 

HDL tarafından serbestleĢtirildikten sonra endojen substratı ile etkileĢebildiği ve 

biyolojik özelliklerini sergileyebildiği belirtilmiĢtir. Bunun karĢılığında da PON1’in 

HDL’yi oksidasyondan koruduğu kaydedilmiĢtir (Blatter Garrin ve ark. 2006). 

2.7. Sialik Asit 

Sialik asitler (SA), nöyraminik asidin genel çekirdek yapısında, bilinen 50’nin 

üzerinde türevden oluĢan, negatif yüklü dokuz-karbonlu monosakaritlerin geniĢ bir 

ailesini oluĢturmaktadır (Vimr ve Lichtensteiger, 2002). 

Sialik asitler tipik olarak, en dıĢtaki hücre yüzeyi glikokonjügatlarına bağlı 

terminal rezidüler olarak bulunmaktadırlar. Memeliler, virüsler ve bakteriler dâhil 

çeĢitli organizmalarda tespit edilmiĢlerdir. Asetilasyon ve glikolilasyonu içeren 

çeĢitli doğal modifikasyonlar gösterdikleri de bildirilmiĢtir (Schauer 2009). Bu 
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kimyasal çeĢitliliğin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, bir hipoteze göre; 

sialik asitlerdeki modifikasyonların, konakçı patojen etkileĢimleri ile evrimsel 

seleksiyon sonucu meydana geldiği öne sürülmektedir. Sialik asit rezidüleri içindeki 

kimyasal varyasyonlara ek olarak, sialik asitler ve temelindeki glikanlar arasındaki 

çeĢitli glikozidik bağlantılardan (α-2,3-, α -2,6- ve α -2,8-) ek çeĢitlilik ortaya 

çıkmaktadır (Harduin-Lepers ve ark. 2005). Ayrıca sialik asitler, bu glikanların temel 

karbonhidrat zincirine çeĢitli potansiyel bağlantıları ve sialik asit kalıntıları üzerinde 

çeĢitli modifikasyonları nedeniyle hücre yüzeyi glikanlarının yapısal çeĢitliliğine 

katkıda bulunmaktadır (Schauer 2009). 

2.7.1. Sialik Asitin Biyokimyasal Önemi 

Sialik asitler terminal lokalizasyonları ve hücre yüzeylerinde 

bulunmalarından dolayı hücre dıĢı ortama maruz kalmaktadırlar. Bu nedenle hücresel 

tanıma alanlarının maskelenmesi ve hücresel etkileĢimlere aracılık etmektedirler. 

Bununla birlikte içsel veya dıĢsal reseptör görevi gördüklerinden çeĢitli fizyolojik ve 

patolojik iĢlemlerde önemli rol oynadığı ve tümör metastazı ile de yakından iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir (Varki 2008). Makromolekülleri fagositik bozulmalardan veya 

doğal immün yanıttan korumak için, moleküllerin tanıma alanlarının korunmasında 

rol oynamaktadır (Ley 2003). SA’ların hücrelerin kimliği gibi görev yaparak onları 

immünolojik saldırılara karĢı korudukları kaydedilmektedir (Schauer 2009). Buna 

karĢılık, yüzeylerinde SA bulundurmayan yabancı hücrelerin, konakçı immün 

savunma sistemi tarafından bozulmaya eğilimli oldukları ifade edilmektedir 

(Pangburn 2000). 

Kompleman sistem, patojenlerin ve diğer konakçı hücrelerin yok edilmesine 

katılan immün sistemin temel bir bileĢeni olarak tanımlanmaktadır. Serbest ve zara 

bağlı kompleman regülatörlerin, hücreleri ve dokuları, istenmeyen kompleman 

aracılı yaralanmalardan korudukları bildirilmektedir. Kompleman faktör H’nin (FH), 

kandaki ve hücre yüzeylerindeki alternatif yolu kontrol etmek için gerekli olan 

çözünebilir bir kompleman regülatör olduğu kaydedilmiĢtir. FH fonksiyonu için, 

hücre tanıma ligandlarını (polianyonlar, C3b/C3d) normal Ģekilde tanınması gerektiği 

ileri sürülmektedir (Ferreira ve ark. 2010). FH’nin, hücre yüzeyi glikokonjugatlarının 
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SA’larına bağlandığı ve konakçı hücreleri, immün yanıtın baĢlangıcında alternatif 

kompleman yolunun öldürme basamağından koruduğu ileri sürülmüĢtür (Pangburn 

2000). Yani bakterilerin (örneğin; Pseudomonas aeruginosa ) kendi glikan düzenini 

taklit etmek ve konakçı kanından FH’yi almak için yüzeylerinde SA bulundurdukları 

ve böylece kendilerini kompleman aracılı immün yanıttan korudukları bildirilmiĢtir 

(Parente ve ark. 2017). 

Sialik asitler mikrobiyal infeksiyonlardan sorumlu en sık bulunan 

monosakkaritler oldukları için hastalıkların patogenezinde de önemli role sahiptir. 

Çünkü çeĢitli bakteriyel ve viral patojenler, sialik asit aracılı etkileĢimler yoluyla 

konakçı hücrelere bağlanmaktadır (Suzuki ve ark. 2000, Lehmann ve ark. 2006). Bu 

yabancı patojenler, konakçı hücrelere tutunmayı kolaylaĢtırmak için yüzeylerinde SA 

tanıyan proteinleri bulundurmaktadır (Varki 2008). SA’lar immünoglobulin benzeri 

lektinler (Siglecs) olarak bilinen hücre yüzey proteinlerine tutunmaktadır (Haines-

Menges ve ark. 2015). Pek çok patojenin, konakçı immün tepkisini manipüle etmek 

için konakçıdan SA’ları sentezledikleri veya aldıkları da bildirilmiĢtir (Khatua ve 

ark. 2013). 

2.8. Astaksantin 

Astaksantin çeĢitli mikroorganizmalarda ve deniz canlılarında bulunan bir 

ksantofil karotenoiddir (Higuera-Ciapara 2006). Karotenoidler; siyanobakteriler, 

algler, bitkiler, bazı mantarlar ve bazı bakteriler tarafından doğal olarak 

sentezlenebilmekte, ancak memeliler tarafından üretilememektedir. Gıda 

kaynaklarından karotenoid alımının, karotenoidlerin antioksidan özellikleri nedeniyle 

meme, akciğer, ovaryum, kolorektal, prostat kanseri ve kardiyovasküler veya göz 

hastalıkları gibi birçok hastalık riskini azalttıkları kaydedilmiĢtir (Merhan 2017). 

Astaksantin’in diğer karotenoidlerden daha güçlü biyolojik aktiviteye sahip olduğu 

bildirilmiĢtir (Pashkow 2008).  

Astaksantin deniz ürünlerinden veya Haematococcus pluvialis'ten elde 

edilmektedir. Haematococcus pluvialis, yüksek tuzluluk, azot eksikliği, yüksek 

sıcaklık ve ıĢık gibi stres koĢullarında yüksek astaksantin içeriği biriktiren yeĢil bir 

mikro algdir (Sarada ve ark. 2012). Haematococcus pluvialis'ten üretilen astaksantin, 
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insan tüketimi için ana kaynaktır (Kidd 2011). Astaksantin, somon, alabalık ve 

karides yemlerinde bir pigment kaynağı olarak kullanılmaktadır (Higuera-Ciapara 

2006). Ġnsanlarda ve hayvanlarda diyet takviyesi olarak kullanılmakta olan 

astaksantin tüketiminin, insanlarda ve hayvanlarda çeĢitli bozuklukların risklerini 

önleyebileceği veya azaltabileceği ifade edilmektedir (Guerin ve ark. 2003). 

Astaksantin’in bir besin takviyesi olarak kullanımının gıdalarda, yemlerde, 

nutrasötikler ve ilaçlarda hızla arttığı belirtilmektedir (Ambati ve ark. 2014). 

2.8.1. Astaksantin’in Biyokimyasal Önemi 

Astaksantin’in doğal kaynakları alg, yosun, maya, somon, alabalık, krill, 

karides ve kerevittir. Ticari astaksantin esas olarak Phaffia mayası, Haematococcus 

ve kimyasal sentez yoluyla üretilmektedir. Haematococcus pluvialis, doğal 

astaksantin’in en iyi kaynaklarından birini oluĢturmaktadır (Ranga Rao ve ark. 

2010). Diyetle astaksantin alımı için karides, yengeç ve somon tercih edilebileceği 

bildirilmiĢtir. Günde 3,6 mg astaksantin takviyesinin sağlığa faydalı olabileceği ileri 

sürülmektedir (Iwamoto ve ark. 2000). 

Astaksantin, yapısında karbon hidrojen ve oksijen atomları içeren bir 

karotenoiddir (ġekil 7). Birbirleriyle bir polien zinciri ile bağlı iki terminal halkadan 

oluĢmakta olan bu molekül, her iki ucunda hidroksil (-OH) grubu bulunan β-iyonon 

halkasının 3,3’ pozisyonlarında bulunan iki asimetrik karbona sahiptir. ġayet, -OH 

grubu bir yağ asidi ile reaksiyona girer ise mono-ester, her iki -OH grubu yağ asitleri 

ile reaksiyona girdiğinde ise sonuç olarak bir di-ester oluĢmaktadır (Higuera-Ciapara 

2006) 

Astaksantin stereoizomer, geometrik izomer, serbest ve esterleĢmiĢ gibi 

çeĢitli formlarda bulunabilmektedir (Higuera-Ciapara 2006). Stereoizomerler (3S, 

3′S) ve (3R 3′R) doğada en bol bulunanlardır. Haematococcus (3S, 3′S)-izomerini 

biyosentez ederken maya Xanthophyllomyces dendrorhous (3R,3′R)-izomerini 

üretmektedir (Hussein ve ark. 2006). Sentetik astaksantin (3S, 3′S) (3R, 3′S) ve (3R, 

3′R) izomerlerinden oluĢmaktadır (Foss ve ark. 1987). Astaksantin, C40H52O4 

moleküler formülüne sahiptir ve molar kütlesi 596,84 g/mol’dür (Higuera-Ciapara 

2006). 
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ġekil 7. Astaksantin’in moleküler yapısı (Higuera-Ciapara 2006). 

Astaksantin, konjuge çift bağ, -OH, keto grupları içermekte ve hem lipofilik 

hem de hidrofilik özellikleri bulunmaktadır (Higuera-Ciapara 2006). Kırmızı renk, 

bileĢiğin ortasındaki konjuge çift bağdan kaynaklanmaktadır. Bu tür çift bağ 

bulundurmasından dolayı elektronları vererek ve serbest radikallerle reaksiyona 

girerek daha istikrarlı bir ürün olmaları için güçlü bir antioksidan görevi gördükleri 

kaydedilmektedir (Guerin ve ark. 2003). Hücre zarı ile içeriden dıĢarıya doğru 

bağlanabilir olmasının, astaksantin’e diğer antioksidanlara göre daha iyi biyolojik 

aktivite gösterme yetisi kazandırdığı bildirilmektedir (ġekil 8, Yuan ve ark. 2011). 

 
ġekil 8. Astaksantin’in hücre zarındaki pozisyonunun Ģematik görüntüsü (Yamashita 2013). 

Oksidatif hasara yol açabildiği bildirilen oksidatif moleküllerin, karotenoidler 

gibi endojen ve eksojen antioksidanlar tarafından inhibe edilebildikleri ve 

astaksantin’in de oksidasyonu inhibe edebilen antioksidan moleküllerden olduğu 

kaydedilmektedir (Naguib 2000). 

Karotenoidler, zincir reaksiyonlarını sonlandırmak için singlet oksijenini ve 

temizleyici radikalleri söndürerek antioksidan aktivite gösteren uzun konjuge çift 

bağlı polien zincirinden oluĢmaktadır. Karotenoidlerin biyolojik yararları, hücre 

zarlarıyla fiziksel ve kimyasal etkileĢiminden ileri gelen antioksidan özelliklerinden 

kaynaklandığı, astaksantin’in, lutein, likopen, α-karoten ve β-karoten gibi çeĢitli 

karotenoidlere kıyasla daha yüksek antioksidan aktiviteye sahip olduğu öne 

sürülmektedir (Naguib 2000, Merhan ve ark. 2016). 
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Astaksantin kaynağı olarak Haematococcus biomass ile beslenen ratlarda 

plazma ve karaciğer CAT, SOD, peroksidaz ve tiyobarbütirik asit reaktif maddeler 

(TBARS) yüksek bulunduğu ve serbest radikallere karĢı astaksantin’in β-karoten ve 

lutein’den daha iyi koruma sağladığı bildirilmiĢtir (Ranga Rao 2010). Astaksantin’in, 

yapısında bulunan her bir iyonon halkası üzerinde bulundurduğu -OH grubu ve keto 

kısımları sayesinde yüksek antioksidan özellik gösterdiği belirtilmektedir (Hussein 

ve ark. 2006, Liu ve Osawa 2007). Ayrıca antioksidan aktivitesinin, zeaksantin, 

lutein, kantaksantin ve β-karoten’den 10 kat ve α-tokoferolden ise 100 kat daha 

yüksek olduğu belirtilmektedir (Miki 1991). 

Karotenoidlerde bulunan fonksiyonel grupların pro-oksidatif katkı olmadan 

yüksek antioksidan aktivite gösterebildiği bildirilmektedir (Martin 1999). 

Astaksantindeki polien zinciri, radikalleri hücre zarı içinde hapsetmekte ve terminal 

halkası da hücre zarının dıĢ ve iç kısımlarındaki radikalleri temizleyebilmektedir. 

Diyetine astaksantin eklenen tavĢanlarda serum SOD ve tioredoksin redüktaz 

aktivitesinde artıĢa ve paraoksonaz aktivitesinde ise azalmaya neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Augusti ve ark. 2012). BaĢka bir çalıĢmada ratlarda etanol ile 

oluĢturulmuĢ gastrik ülser modelinde astaksantin ile beslenen ratların antioksidan 

enzim seviyelerinin arttığı tespit edilmiĢtir (Kamath ve ark. 2008). Astaksantin’in 

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

Bu çalıĢmada, 3-nitropropionik asit ile ratlarda oluĢturulan oksidatif ovaryum 

hasarına karĢı astaksantin’in koruyucu etkisi biyokimyasal ve histopatolojik olarak 

araĢtırılmıĢtır. 
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3. MATERYAL ve METOT 

Bu çalıĢma, Kafkas Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

BaĢkanlığının (KAÜ-HADYEK) 25.06.2016 tarih ve 2016/034 kodlu etik kurul 

onayı ile yapıldı. 

3.1. Materyal 

ÇalıĢmada kullanılan Wistar albino diĢi ratlar (32 adet 8-10 haftalık ve 190-

210 g ağırlığında), Erzurum Veteriner Kontrol Enstitüsü’nden temin edildi. 

ÇalıĢmanın deneysel aĢamaları Kafkas Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi’nde yürütüldü. ÇalıĢmada kullanılacak ratların seksüel siklus 

dönemlerini belirlemek amacıyla vaginal sitoloji yapıldı. Yapılan sitolojik 

değerlendirmede çekirdekli süperfisiyal hücreler tespit edilen folliküler evredeki 

ratlar çalıĢmaya dahil edildi (Sharp ve LaRegina 1998).  25±2℃ sıcaklık, %60-65 

nem ve 12 saat karanlık ve 12 saat aydınlığın sağlandığı deney koĢulları altında, bir 

haftalık adaptasyon dönemini takiben her grupta 8 adet olacak Ģekilde oluĢturulan 4 

gruba yem ve içme suyu ad libitum olarak verildi. Uygulama grupları ve uygulama 

Ģekilleri aĢağıda tarif edildiği Ģekilde tasarlandı: 

Kontrol grubu (K): Ġntraperitoneal (i.p.) taĢıt madde (astaksantin için) PBS 

(pH 7,4) solüsyonu uygulandı. 

Astaksantin grubu (AS): 80 mg/kg/gün PBS içerisinde çözdürülmüĢ 

astaksantin 14 gün süre ile i.p uygulandı. 

3-Nitropropiyonik asit grubu (3-NPA): 12,5 mg/kg/gün 3-nitropropiyonik 

asit 7 gün süre ile günde 2 kez (12 saat arayla) i.p. uygulandı (Zhang ve ark. 2015). 

3-Nitropropiyonik asit + Astaksantin grubu (3-NPA+AS): 80 mg/kg/gün 

astaksantin 14 gün süre ile i.p uygulandı. Uygulamanın 8. gününden itibaren 12,5 

mg/kg/gün 3-nitropropiyonik asit 7 gün süre ile günde 2 kez (12 saat arayla) i.p. 

uygulandı. 

Uygulama öncesi ile uygulamanın 7. ve 11. günlerinde fasiyal ven’den 

(submandibular kanatma yöntemiyle) ve son uygulamadan 24 saat sonra anestezi 
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altında kalpten (intrakardiyak punktur ile) heparinli tüplere kan alındıktan sonra, 

hayvanlara servikal dislokasyon yöntemiyle ötenazi iĢlemi uygulandı. 

Ötenaziyi takiben hayvanlardan cerrahi iĢlemlerle ovaryum doku örnekleri 

alındı. Bunların bir kısmı histopatolojik inceleme için % 10’luk formaldehit 

solüsyonu bulunan numune kaplarında muhafaza edilerek uygun Ģartlarda patoloji 

laboratuvarına gönderildi. Biyokimyasal testler için ayrılan doku örnekleri fosfat 

buffer salin (PBS) ile tamponlandı. 

3.2. Metot 

3.2.1. Kullanılan Alet ve Malzemeler 

Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch-Biotek, Shimadzu UV-1201) 

Deiyonize su cihazı (Nüve) 

Ayarlanabilir otomatik pipetler (Isolab 5-1000 μl) 

Soğutmalı santrifüj (Heraeus) 

Manyetik karıĢtırıcı (Labinco) 

Homojenizatör (Wiggen Hauser) 

Buzdolabı (Bosch) 

Su banyosu (Nüve) 

Hassas terazi (Scaltec) 

pH metre (inoLab) 

Vorteks (Labinco) 

3.2.2. Kullanılan 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) 

Çinko Sülfat (Znso4) (Merck) 

Disodyum Hidrojen Fosfat (Fluka) 

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

Hidroklorik Asit (Merck) 

Kalsiyum Klorür (Sigma-Aldrich) 

Metafosforik Asit (Merck) 

Monosodyum Hidrojen Fosfat (Fluka) 

N- Bütanol (Merck) 

N-(1-Naftil)Etilendiamin Dihidroklorür (NEDD) (Merck) 

Nöraminik Asit (NANA) (Sigma) 

Paraokson (Supelco) 

P-Dimetil Amino Benzaldehid (Merck) 

Perklorik Asit (Merck) 

Redükte Glutatyon (GSH) (Merck) 

Sodyum Hidrojen Fosfat (Merck) 

Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich) 

Sodyum Klorür (Sigma-Aldrich) 

Sodyum Nitrat (Sigma-Aldrich) 

Sodyum Nitrit (Sigma-Aldrich) 

Sodyum Sitrat (Merck) 

Sülfanilamid (Alfa-Aesar) 

Tiyobarbütirik 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 (III) Klorür (VCI3) (Merck) 

3.2.3. Biyokimyasal Analizler 

Plazma örneklerinin hazırlanması: Kan örnekleri, 3000 rpm/15 dakika 

santrifüj edilerek plazma elde edildi. Plazma numuneleri analizlerin yapılacağı güne 

kadar -40℃’de derin dondurucuda saklandı. 
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Doku homojenizasyonu: 0,1 M Fosfat tamponu (PBS, pH 7,4): 250 mL’lik 

balon joje içerisine bir miktar distile su alındıktan sonra üzerine 18,93 g NaCl, 3,075 

g Na2HPO4.2H2O ve 2,075 g NaH2PO4.2H2O’dan eklendi. Çözdürüldükten sonra 

hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandı. 

Biyokimyasal testler için alınan 0,1 g ovaryum doku örnekleri fosfat tamponu 

ile (PBS) 5 kat sulandırıldı. Ardından buz üzerinde, 12.000 rpm/2 dk homojenizatör 

vasıtasıyla homojenize edilerek, soğutmalı santrifüj cihazında 15000 rpm/10 dk 

santrifüj edildi. Biyokimyasal analizler için süpernatant alınarak testlerin yapılacağı 

güne kadar -40℃’de saklandı. 

3.2.3.1. Redükte Glutatyon Analizi 

Tam kan GSH analizi, Beutler ve ark. (1963) belirttiği yöntem ile 

spektrofotometrik olarak yapıldı. 

Analizin prensibi: Sülfhidril (-SH) grubu taĢımayan tüm proteinler 

çöktürülür. Çöktürmeden sonra -SH grupları DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) 

ile sarı renkli kompleksler oluĢturur. Bu komplekslerin absorbanslarının 412 nm 

dalga boyunda spektrofotometrede ölçülmesiyle GSH konsantrasyonu hesaplanır. 

Analizde kullanılan çözeltiler: Çöktürücü (1,67 g metafosforik asit, 0,2 g 

etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) ve 30 g NaCI alınarak hacmi 100 mL'ye 

tamamlandı), Fosfat çözeltisi (53,4 g Na2HPO42H2O bir miktar distile suda 

çözdürüldükten sonra hacim litreye tamamlandı) ve DTNB Çözeltisi (Ellman's 

çözeltisi) (% 1'lik sodyum sitratta 40 mg DTNB çözdürüldükten sonra hacim 100 

mL'ye tamamlandı). 

Analizin yapılıĢı: Kör, standart ve test tüpleri alındı. Test tüpüne, 200 μL 

EDTA'lı kan, standart tüpüne 200 μL standart çözeltilerinden (2,5 - 5 - 10 - 20 - 40 - 

60 ve 80 mg/dL GSH) alınarak üzerine 1800 μL distile su ve 3 mL çöktürücü çözelti 

eklendi. Kör tüpüne ise 800 μL distile su ve 1200 μL çöktürücü çözelti ilave edildi. 

Tüpler vorteksle karıĢtırılarak buzlu suda 5 dk bekletildi. Daha sonra 3000 rpm/10 dk 

santrifüj edildi. Kör tüp aynen alındı, standart ve test tüplerinden 2 mL süpernatant 

diğer tüplere aktarıldı. Tüm tüplere 8 mL fosfat çözeltisi ilave edilerek karıĢtırıldı. 
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Tekrar 1 mL DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda köre karĢı tüm tüplerin optik 

dansitesi okundu. Standart grafikten yararlanılarak GSH düzeyleri mg/dL olarak 

hesaplandı. 

 

ġekil 9. GSH analizi standart grafiği 

3.2.3.2. Malondialdehit Analizi 

Plazma MDA analizi, Yoshioka ve ark. (1979) belirttiği yöntem ile 

spektrofotometrik olarak yapıldı. 

Analizde kullanılan çözeltiler: % 20'lik Trikloroasetik asit (TCAA) ve % 

0,67 tiyobarbütirik asit (TBA). 

Analizin yapılıĢı: Kör, standart ve test tüplerine sırasıyla 0,5’er mL distile su, 

standart çözeltisi (2,5-5-10-20-40 μmol/L 1,1,3,3,-tetraetoksipropan) ve numune 

konuldu. Kör tüpüne 3 mL, standart ve test tüplerine ise 2,5 mL % 20'lik TCAA 

eklendi. Tüm tüplere 1 mL TBA eklenerek tüpler su banyosunda 90 ºC/30 dk 

bekletildi. Tüpler soğutulduktan sonra 4 mL n-bütanol ilave edildi. Tüpler vorteksle 

çalkalandıktan sonra 3000 rpm/10 dk santrifüj edildi. Renkli süpernatant (n-bütanol 

tabakası) spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda köre karĢı okundu. Tespit edilen 

absorbanslar standart grafik yardımıyla değerlendirilerek MDA konsantrasyonu 

hesaplandı ve sonuçlar μmol/L olarak verildi. 
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ġekil 10. MDA analizi standart grafiği 

3.2.3.3. Nitrik Oksit Analizi 

Miranda ve ark. (2001) belirttiği yöntem ile spektrofotometrik olarak yapıldı. 

Analizin prensibi: Belirtilen analiz metodunda Vanadyum (III) klorür 

etkisiyle nitrat nitrite dönüĢtürülür. OluĢan nitrit, asidik ortamın etkisiyle 

sülfanilamid ve N-(1-Naftil) etilendiamine dihidroklorür ile reaksiyona girerek renkli 

diazonyum kompleksini oluĢturur. Daha sonra bu kompleks bileĢik 540 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede ölçülür. Nitrat ve nitritin konsantrasyonlarının toplamı 

NO konsantrasyonunu vermektedir. 

Analizde kullanılan çözeltiler: % 10’luk çinko sülfat çözeltisi, 0,3 M 

NaOH, 1 M HCI çözeltisinde çözdürülmüĢ % 0,8’lik Vanadyum (III) Klorür 

çözeltisi, Griess ayracı (eĢit oranlarda karıĢtırılmıĢ % 0,1 N-1-Naftil-etilendiamine 

dihidroklorür ile % 5’lik HCl’de hazırlanmıĢ % 2’lik sülfanilamid çözeltisi), 1 mM 

nitrit (NaNO2) standart çözeltisi ve 1 mM nitrat (NaNO3) çözeltisi. 

Numunelerin deproteinizasyon iĢlemi: 400 µL numune üzerine 200 µL 0,3 

M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve 5 dakika beklendikten sonra 200 µL % 

10’luk ZnSO4 ilave edilerek iĢlem tekrarlandı. Daha sonra numuneler 14000 rpm’de 

10 dakika santrifüj edildi ve analiz için süpernantant alındı. 

Nitrat analizi: Kör kuyucuğuna distile su, standart kuyucuklarına (25-12,5-

6,25-3,125 ve 1,5625 µM) standart ve geriye kalan kuyucuklara ise numune 100 µL 
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olarak konuldu. Tüm kuyucuklara VCl3’den 100 µL konuldu. Ardından üzerine 

griess ayıracından 100 µL eklenerek 37℃ dereceye ayarlanmıĢ etüvde 30 dakika 

inkübasyona bırakıldı. Sürenin sonunda 540 nm dalga boyunda köre karĢı 

absorbansları ölçüldü. Standartlardan yararlanılarak sonuçlar hesaplandı. 

 

ġekil 11. Nitrat analizi standart grafiği 

 Nitrit analizi: Yukarıda tarif edilği Ģekilde 100’er µL distile su, standart 

ve numune ilgili kuyucuklara konuldu. Ardından griess ayracından 100 µL eklenerek 

37℃ de 30 dk inkübasyona bırakıldı. Sürenin sonunda 540 nm dalga boyunda köre 

karĢı absorbansları ölçüldü. Standartlardan yararlanılarak sonuçlar hesaplandı. 

 

ġekil 12. Nitrit analizi standart grafiği 

Nitrik oksit konsantrasyonunun hesaplanması: Nitrat ve nitrit sonuçlarının 

toplanması ile nitrik oksit tespit edildi. Sonuçlar µM olarak verildi. 
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3.2.3.4. Total Sialik Asit Analizi 

Sydow’un (1985) belirttiği yöntem ile spektrofotometrik olarak yapılmıĢtır. 

Analizde kullanılan çözeltiler: % 5’lik perklorik asit çözeltisi ve taze 

hazırlanmıĢ Ehrlich ayracı (50 mL yoğun HCl’de 5 g p-dimetilaminobenzaldehit 

çözdürüldükten sonra distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandı). 

Analizin yapılıĢı: Numuneden ve standartlardan (100, 50, 25, 12,5 mg/dL) 

0,2 mL bir kapaklı cam tüplere konuldu. Üzerine 1,5 mL plazma üzerine hazırlamıĢ 

olduğumuz % 5’lik perklorik asit çözeltisinden 1,5 mL eklenerek benmaride 5 dk 

kaynatıldı ve soğutuldu. Ardından santrifüj (2500 rpm 4 dk) iĢlemi yapıldı ve 

süpernatanttan 1 mL baĢka kapaklı cam tüplere alındı. Üzerlerine Ehrlich ayıracında 

0,2 mL eklenerek 15 dakika kaynatıldı. Soğutulduktan sonra üzerlerine 1 mL distile 

su konularak 525 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunan optik dansiteleri 

(OD) ile hazırlamıĢ olduğumuz standart eğriden yararlanılarak sonuçlar hesaplandı 

ve mg/dL olarak verildi. 

 

ġekil 13. TSA analizi standart grafiği 

3.2.3.5. Paraoksonaz Aktivitesi 

Eckerson (1983) ve Gülcü’nün (2003) metotlarına göre spektrofotometrik 

olarak yapıldı. 

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

nitrofenilfosfat) hidrolizi ile oluĢan p-nitrofenolün spektrofotometrede 412 nm dalga 
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boyunda kinetik olarak ölçülmesidir. PON1 aktivitesi, 1 dakikada 1 μmol 

paraoksonun dönüĢtürdüğü p-nitrofenol molekülü sayısı (Ünite), olarak hesaplandı. 

Analizde kullanılan çözeltiler: 0,1 M HCl çözeltisi (1 M HCl çözeltisinden 

10 mL alınarak distile su ile hacim 100 mL’ye tamamlanır) ile 0,1 M Tris 

çözeltisinin (1,21 g tris distile suda çözdürüldükten sonra hacmi 100 mL’ye 

tamamlanır), kullanılmasıyla hazırlanan 20 mM’lık Tris-HCI tampon solüsyonu (29 

mL 0,1 M HCl ve 50 mL 0,1 M Tris çözeltileri karıĢtırılıp pH 8’e ayarlandıktan 

sonra hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanır) ve 2 mM CaCI2 ile 2 mM 

paraoksondan oluĢan çalıĢma ayracı (29,4 mg CaCl2.2H2O’nun bir miktar Tris-HCI 

tampon solüsyonunda çözdürüldükten sonra üzerine 1,5mL asetonda çözdürülmüĢ 

44μL paraokson eklenir ve hacim tris-HCl tamponu solüsyonu ile 100 mL’ye 

tamamlanır). 

Analizin yapılıĢı: Kör kuyucuğuna 8 μL distile su ve numune kuyucuklarına 

ise 8 μL numune konulduktan sonra, üzerine bütün kuyucuklara 280 μL çalıĢma 

ayıracı eklenir. Spektrofotometre ile 25℃’de ve 412 nm dalga boyunda, 2 dk 

boyunca kinetik olarak köre karĢı okundu.  

Sonuçların hesaplanması: 

 

ΔA/dk; dakikada absorbans değiĢimi, ɛ; 1829 (p-nitrofenlün molar absorbsiyon 

katsayısı), Sf; Seyreltme faktörü (total hacim/numune hacmi), 10
6
; µmol’e çevirme 

faktörü, 1 / 0,6; plate ıĢık yolunun uzunluğu. 

3.2.3.6. Total Antioksidan/Oksidan Kapasite Analizleri 

Plazma ve ovaryum TAK ve TOK analizleri ticari kit (Rel Assay Diagnostics, 

Gaziantep/Türkiye) kullanılarak spektrofotometrik yöntemlerle yapıldı. Oksidatif 

stres indeksi TAK ve TOK verileri kullanılarak hesaplandı. OSĠ= [(TOK, 

μmol/L)/(TAK, μmol /L) × 100]. OSĠ birimi AU (Arbitrary Unit) olarak verildi (Erel 

2004, 2005). 
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3.2.3.7. Total Tiyol Analizi 

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

kullanılarak spektrofotometrik yöntemlerle yapıldı. 

Analizin prensibi: Bu yöntemde numunede bulunan dinamik disülfid bağları 

sodyum borohidrid (NaBH4) ile fonksiyonel thiol gruplarına (–SH) indirgenir. 

Kullanılmayan sodyum borohidrid (NaBH4) kalıntıları formaldehit ile tamamen 

tüketilir. Böylece DTNB’nin ekstra indirgenmesi ve daha sonra oluĢan disülfid 

bağının indirgenmesi önlenmiĢ olur. ĠndirgenmiĢ ve native tiyol grupları dâhil olmak 

üzere tüm tiyol grupları, 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) ile reaksiyon 

sonrası tespit edilir (Erel ve Neselioglu 2014). 

3.2.3.8. Lipit Profili Analizleri 

TG, CHOL ve HDL ölçümü ticari kit (Spinreact Co., Spain) kullanılarak 

spektrofotometrik yöntemlerle yapıldı. LDL konsantrasyonu Friedewald formülü 

(LDL= CHOL- HDL-(TG/5)) ile hesaplanarak bulundu. 

3.2.4. Histopatolojik Analizler 

Histopatolojik incelemeler amacıyla, hayvanların sistemik nekropsilerini 

takiben ovaryumlardan doku örnekleri alındı ve % 10'luk tamponlu nötral 

formaldehit solüsyonunda tespit edildi. Rutin iĢlemlerin ardından hazırlanan parafin 

bloklardan 5 mµ kalınlığında kesitler alınarak Hematoksilen Eosin (HE) ile boyanıp 

ıĢık mikroskobunda incelendi. 

Ovaryum follikülleri; primordial, primer, preantral ve antral folliküller olarak 

kategorize edildi (Borgeest ve ark. 2002) ve histopatolojik yönden incelendi. 

Ovaryum follikülleri; belirgin bir çekirdeğe sahip olan sağlam bir oosit tek sıralı 

yassı granüloza hücreleri tarafından sarılmıĢ ise primordial follikül, oositi çevreleyen 

granüloza hücreleri tek sıralı ve küboidal ise primer follikül, belirgin nüklousa sahip 

oositi çok sıralı follikül epitel hücreleri tarafından sarılmıĢ ise preantral follikül, 

oositi çevreleyen granüloza hücreleri 5 sıra veya daha fazla ise ve antrum mevcut ise 

antral follikül olarak kategorize edildi. 
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3.2.5. Ġstatistiksel Analizler 

Verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi iĢlemi için SPSS 18.0 Paket 

Program kullanıldı. Öncelikle verilerin normalliği değerlendirildi. Bunun için 

Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi yapıldı. Verilerin normal dağılım 

göstermesinin tespit edilmesiyle gruplar arası karĢılaĢtırma tek yönlü varyans 

analiziyle (one way ANOVA) post hoc karĢılaĢtırma Tukey HSD testi ile 

değerlendirildi. Bağımlı örneklemelerin istatistiksel karĢılaĢtırması repeated 

measured ANOVA ile, post hoc karĢılaĢtırması ise Bonferroni ile değerlendirildi. 

Gruplar arası korelasyon analizi (Spearman’s correlation test) ile parametrelerin 

negatif (-) ya da pozitif (+) iliĢkine bakıldı. Sonuçlar ortalama ± standart sapma (X ± 

SD) Ģeklinde belirtildi. Ġstatistiksel analizde P<0,05 veya daha küçük değerler 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Biyokimyasal Bulgular 

Tam kan GSH konsantrasyonu ve plazma PON1 aktivitesi ile MDA, NO, 

TSA, TT, CHOL, TG, HDL ve LDL konsantrasyonları Tablo 1’de, uygulama öncesi 

(0. gün) ile uygulamanın 7., 11., günleri ve uygulama sonrası (15. gün) plazma TAK, 

TOK ve OSĠ seviyeleri Tablo 2’de, ovaryum dokusu TAK, TOK ve OSĠ değerleri ise 

Tablo 3’te gösterildi. Plazma K, AS, 3-NPA+AS ve 3-NPA gruplarının biyokimyasal 

parametreleri arasındaki korelasyonlar ise Tablo 4’te verildi. 

Tablo 1. Tamkan GSH, Plazma MDA, NO, TSA, TT, CHOL, TG, HDL, LDL 

konsantrasyonları ve PON1 aktivitesi 

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

GSH mg/dL 65,33±6,17
c
 58,62±5,23

c
 48,42±3,79

b
 36,18±10,33

a
 *** 

MDA µmol/L 6,15±2,43
a
 5,79±1,94

a
 6,69±2,47

a
 10,46±2,66

b
 ** 

NO µmol/L 0,51±0,07
a
 0,42±0,09

a
 0,52±0,11

a
 1,16±0,43

b
 *** 

TSA mg/dL 78,31±8,42
a
 76,76±5,18

a
 70,52±4,84

a
 96,98±8,04

b
 *** 

TT µmol/L 269,07±52,34 281,42±41,03 258,61±55,34 197,12±55,44 ÖD 

PON1 U/L 77,91±12,37
b
 83,24±8,76

b
 74,22±18,05

b
 47,57±13,12

a
 *** 

CHOL mg/dL 60,70±6,61
a
 61,64±7,38

a
 64,54±9,32

ab
 74,13±6,91

b
 ** 

TG mg/dL 55,66±7,29
a
 57,71±6,44

ab
 63,27±10,97

ab
 68,45±7,79

b
 * 

HDL mg/dL 30,07±4,31
b
 32,48±4,91

b
 29,01±4,34

b
 21,81±5,01

a
 ** 

LDL mg/dL 19,49±4,08
a
 17,62±8,19

a
 22,90±10,95

a
 38,63±9,65

b
 *** 

a,b,c
: Her satırdaki farklı harfler istatistiksel olarak önemli farkı göstermektedir. *: P<0,05, **: 

P<0,01, ***: P<0,001, ÖD: İstatistiksel olarak önemli değil 
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Tablo 2. Günlere göre TAK, TOK, OSĠ seviyeleri 

TAK 

mmol/L 
K AS 3-NPA+AS 3-NPA P değeri 

0.gün 1,49±0,22 1,50±0,18
x
 1,48±0,15 1,52±0,11

yz
 ÖD 

7.gün 1,45±0,23 1,74±0,11
xy

 1,53±0,26 1,57±0,23
z
 ÖD 

11.gün 1,54±0,19
b
 1,85±0,20

c,y
 1,48±0,28

ab
 1,19±0,19

a,x
 *** 

15.gün 1,45±0,23
a
 1,96±0,24

b,y
 1,51±0,24

a
 1,28±0,25

a,xy
 *** 

P değeri ÖD *** ÖD ***  

TOK 

µmol/L 
K AS 3-NPA+AS 3-NPA P değeri 

0.gün 24,24±4,25 27,35±5,26
y
 24,87±5,35

xy
 25,92±7,03

x
 ÖD 

7.gün 24,85±4,52 20,33±3,84
x
 21,39±8,07

x
 27,20±3,14

x
 ÖD 

11.gün 24,90±2,88
ab

 20,21±5,48
a,x

 28,94±4,50
b,xy

 39,27±9,12
c,y

 *** 

15.gün 25,62±5,56
ab

 18,18±4,67
a,x

 30,86±5,79
b,y

 41,13±8,30
c,y

 *** 

P değeri ÖD ** * ***  

OSĠ AU K AS 3-NPA+AS 3-NPA P değeri 

0.gün 1,68± 0,52
a,x

 1,86±0,49
a,y

 1,70±0,43
a,x

 1,74±0,57
a,x

 ÖD 

7.gün 1,77±0,48
a,x

 1,16±0,18
a,x

 1,47±0,72
a,x

 1,79±0,50
a,x

 ÖD 

11.gün 1,64±0,29
a,x

 1,11±0,35
a,x

 2,06±0,67
a,x

 3,42±1,20
b,y

 *** 

15.gün 1,80±0,50
b,x

 0,95±0,33
a,x

 2,11±0,54
b,x

 3,27±0,54
c,y

 *** 

P değeri ÖD *** ÖD ***  
x,y,z

: Her sütundaki farklı harfler istatistiksel olarak önemli farkı göstermektedir. 
a,b,c

: Her satırdaki 

farklı harfler istatistiksel olarak önemli farkı göstermektedir. *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001, 

ÖD: İstatistiksel olarak önemli değil.  

 

Tablo 3. Ovaryum dokusu TAK, TOK, OSĠ seviyeleri 

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

TAK mmol/L 0,66±0,13
ab

 0,71±0,18
b
 0,55±0,21

ab
 0,44±0,12

a
 * 

TOK µmol/L 11,65±4,42
ab

 9,98±3,80
a
 14,84±4,60

ab
 17,38±6,23

b
 * 

OSĠ AU 1,78±0,63
a
 1,53±0,92

a
 3,22±2,06

ab
 4,38±1,98

b
 ** 

a,b
: Her satırdaki farklı harfler istatistiksel olarak önemli farkı göstermektedir. *: P<0,05, **: P<0,01 
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Tablo 4. Plazma K, AS 3-NPA+AS ve 3-NPA gruplarının biyokimyasal 

parametreleri arasındaki 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 -,511** 
    

TG -,298 ,427* ,346 ,445* -,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 düzeyinde önemlidir.*. Korelasyon P<0,05 düzeyinde önemlidir. 

 

Tam kan GSH konsantrasyonu gruplar arası değiĢimler istatistiki olarak 

(P<0,001) anlamlı bulundu (ġekil 14). 3-NPA uygulanan grupta kayda değer bir 

azalma tespit edildi (P<0,001). 3-NPA+AS grubunda ise K grubuna göre yine 

istatistiksel olarak önemli bir azalma göze çarpmaktadır (P<0,001).  

AS ile 3-NPA grubu karĢılaĢtırıldığında, ikisi arasındaki fark istatistiksel 

olarak önemli bulundu (P<0,001). 3-NPA+AS grubu ile AS grubu arasında P=0,028, 

3-NPA grubu ile arasında P=0,007 oranında fark tespit edildi. GSH ile CHOL, TG ve 

LDL arasında negatif ve HDL ile pozitif korelasyon bulundu (P<0,01). 

 

ġekil 14: Tam kan GSH konsantrasyonları. 
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Deney gruplarının plazma MDA konsansantrasyonları arasındaki farklar 

istatistiksel olarak P<0,01 derecesinde anlamlı çıktı (ġekil 15). K grubuna göre 3-

NPA grubunda MDA konsantrasyonunda artıĢ meydana geldiği tespit edildi 

(P=0,006). AS grubu ile 3-NPA grubu arasındaki fark anlamlıdır (P=0,003). MDA 

ile GSH ve HDL arasında negatif (P<0,01), TG (P<0,05 ve r= 0,445) ve LDL 

(P<0,01 ve r= 0,465 ) ile arasında pozitif korelasyon tespit edildi. 

 

ġekil 15: Plazma MDA konsantrasyonları. 

Nitrik oksit seviyelerinin anlamlı Ģekilde (P<0,001) değiĢkenlik gösterdiği 

gözlendi (ġekil 16). K grubuna göre 3-NPA grubunda anlamlı (P<0,001) Ģekilde artıĢ 

tespit edildi. 3-NPA grubu ile tüm gruplar arasında istatistiksel olarakta önemli 

(P<0,001) fark tespit edildi. NO ile TSA, MDA, CHOL ve LDL arasında P<0,01 

düzeyinde TG ile P<0,05 düzeyinde anlamlı pozitif korelasyon, GSH, HDL (P<0,01) 

ve TT (P<0,05) arasında negatif korelasyon tespit edildi. 

 

ġekil 16. Plazma NO konsantrasyonları. 
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Total sialik asit için gruplar arasında önemli fark tespit edildi (P<0,001). K 

grubuna göre 3-NPA grubu TSA seviyeleri anlamlı (P<0,001) bir Ģekilde artıĢ tespit 

edildi. Tüm grupların 3-NPA grubuyla yapılan karĢılaĢtırmasında TSA 

seviyelerindeki değiĢimler P<0,001 derecesinde anlamlı 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 vardır. 

 

ġekil 17. Plazma TSA konsantrasyonları. 

Deney gruplarının TT konsantrasyonları açısından gruplar arası sayısal bir 

fark olsada, bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (P>0,05) (ġekil 18). TT ile 

NO arasında r= -0,384 ve P<0,05 düzeyinde önemli bir negatif korelasyon tespit 

edildi. 

 

ġekil 18: Grupların plazma TT konsantrasyonları. 
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PON1 aktivitesinin 3-NPA grubunda K grubuna göre azaldığı tespit edildi 

(P=0,001). Gruplar arasında PON1 aktivitesindeki değiĢim P<0,001 derecesinde 

önemli bulundu (Ģekil 19). PON1 aktivitesinin NO, TSA, MDA, CHOL ve LDL ile 

arasında negatif (sırasıyla r=-0,515, -0,541,-0,605, -0,478 ve -0,569) ve GSH ile 

arasında pozitif (r=0,598) korelasyon bulundu (P<0,01). 

 

ġekil 19. Plazma PON1 aktivitesi. 
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Gruplar arasında CHOL ve HDL (P<0,01), TG (P<0,05), LDL (P<0,001) 

seviyelerinde fark tespit edildi. 3-NPA grubunda K ile kıyaslandığında CHOL, TG 

ve LDL’nin arttığı, HDL seviyelerinin azaldığı tespit edildi (P<0,05) (ġekil 20). 

 

ġekil 20. Plazma lipid profili konsantrasyonları. 

Günler arası yapılan karĢılaĢtırmalarında 0. ve 7. günlerde TAK, TOK ve OSĠ 

seviyelerinde istatistiksel fark tespit edilmedi. 11. ve 15. günlerde ise bütün 

gruplarda TAK, TOK ve OSĠ seviyelerinde istatistiksel olarak önemli (P<0,001) fark 

oluĢtuğu gözlendi (ġekil 21, 22, 23).  

Grupların günlere göre kıyaslanmasında ise AS grubunda TAK seviyesinin 

kademeli olarak arttığı (P<0,001), TOK seviyesinin ise yine kademeli olarak düĢtüğü 

(P<0,01) ve böylece OSĠ’nin istatistiksel olarak azaldığı (P<0,001) tespit edildi 

(ġekil 21, 22).  

3-NPA grubunda, 7. gün TAK seviyesinin, önemli bir artıĢ olmasada, 

yükseldiği görülmekteyken, 11. günde seviyesinin düĢmesi ile anlamlı bir fark 

oluĢtuğu tespit edildi. TAK seviyesi uygulama sonunda artsada 0. ve 7. güne kıyasla 

anlamlı bir seviyede kaldı (P<0,001) (ġekil 21). 3-NPA grubu TOK seviyelerinin 

günler arası karĢılaĢtırmasında P<0,001 derecesinde anlamlı fark oluĢtuğu gözlendi 

(ġekil 22). 3-NPA grubu için OSĠ seviyelerinde anlamlı derecede artıĢ olduğu 

görüldü (P<0,001) (ġekil 23). 
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ġekil 21: Günlere göre plazma TAK konsantrasyonları. 

 

 

ġekil 22. Günlere göre plazma TOK konsantrasyonları. 

 

 

ġekil 23. Günlere göre plazma OSĠ seviyeleri.   
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Ovaryum dokusu TAK (P=0,021), TOK (P=0,023) ve OSĠ (P=0,005) 

seviyelerinde gruplar arasında istatistiksel fark tespit edildi (ġekil 24, 25, 26). 

 

ġekil 24: Ovaryum dokusu TAK konsantrasyonları. 

 

ġekil 25: Ovaryum dokusu TOK konsantrasyonları.  

 

ġekil 26. Ovaryum dokusu OSĠ seviyeleri.  
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4.2. Histopatolojik Bulgular 

Tüm deneme grupları ovaryumlarında folliküllerin değiĢik geliĢim aĢamaları 

görüldü. 3-NPA grubundaki deneme hayvanlarında özellikle antral folliküllerde 

oositte kayıp, granüloza hücrelerinde disorganizasyon ve granüloza hücrelerinin 

çekirdeklerinde parçalanma ile birlikte nekrotik değiĢiklikler görüldü (Resim 1a, 1b). 

3-NPA+AS grubu hayvanlarında ovaryumların histolojik görüntüsü (Resim 2) AS 

(Resim 3) ve K (Resim 4) grubu hayvanlarının histolojik görüntüsüne benzer 

Ģekildeydi ve follikül epitel hücrelerinde nekrotik değiĢikliklere rastlanmadı. 

 

 
Resim 1a. 3-NPA grubu ovaryum, belirgin çekirdek ve çekirdekçiğe sahip sağlam oosit içeren antral 

follikül (Ters Ok), antral folliküllerde oositte kayıp (Düz Ok), Corpus Luteum (CL), ovaryum, 

Bar:200 µm, Haematoxylin-Eosin (HE). 
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Resim 1b: 3-NPA grubu ovaryum, antral folliküllerde oosit kaybı (Dik Ok), Follikül epitel 

hücrelerinde yıkımlanma (Düz Ok), ovaryum, Bar:100 µm, Haematoxylin-Eosin (HE). 

 
Resim 2: 3-NPA+AS grubu, belirgin çekirdek ve çekirdekçiğe sahip sağlam antral follikül (Ters Ok), 

Corpus Luteum (CL), ovaryum, Bar:100 µm, Haematoxylin-Eosin (HE). 
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Resim 3: AS grubu ovaryum, belirgin çekirdek ve çekirdekçiğe sahip sağlam antral follikül (Ters Ok), 

Tek sıralı kübik epitel ile sarılmıĢ primer follikül (Dik Ok), Corpus Luteum (CL), ovaryum, Bar:200 

µm, Haematoxylin-Eosin (HE). 

 
Resim 4: K grubu, Tek sıralı yassı epitel ile sarılmıĢ primordial follikül (Düz Ok), Corpus Luteum 

(CL), ovaryum, Bar:100 µm, Haematoxylin-Eosin (HE).  
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Fötal hayatta oluĢturulan ovaryan folikül rezervinin canlının hayatı boyunca 

yenilenmediği kaydedilmektedir. Bu sınırlı sayıdaki rezerv foliküller yaĢam boyunca 

folliküler dalga denilen geliĢim aĢamaları ile aktive olmaktadır. Özellikle pubertas ile 

birlikte ovulasyonlu siklusların baĢlamasıyla folikül atılımı oluĢmaktadır. Bundan 

dolayı da bir diĢi doğumda ovaryumlarında var olan oosit sayısının giderek 

azalmasıyla hayatını sürdürmektedir (Petrelli ve Mantovani 2002, Sengupta ve ark. 

2014).  

Günümüz kötü çevre Ģartları, kontrolsüz kullanılan zirai ilaçlar, gıda 

sektöründe yapılan hileler ve çeĢitli zehirlenmeler sayesinde erkek veya diĢilerde 

fertilite oranlarında düĢme veya doğurganlıkta ciddi azalmalar yaĢanmaktadır. Alınan 

kimyasalların özellikle oosit kalitesini bozduğu, implantasyonu engellediği, 

spermanın çiftleĢmeden sonra diĢi genital kanalında yaĢam kalitesini bozduğu, erken 

embriyonal ölümlere neden olarak veya seksüel aktiviteyi doğrudan veya dolaylı 

etkileyerek infertilite oluĢmasına ve üreme kabiliyetini sekteye uğrattığı bildirilmiĢtir 

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

Fizyolojik olarak düĢük seviyelerdeki reaktif oksijen türlerinin 

folikülogenezis, oogenezis, embriyogenezis ve gebelikte çeĢitli sinyal iletim 

yollarında önemli bir düzenleyici olarak rol oynadıkları bildirilmektedir (Agarwal ve 

ark. 2008). Oksidan türlerin üretiminin artmasının ve/veya antioksidan sistemin 

etkinliğinin azalmasının neden olduğu yüksek seviyedeki ROT’un oksidatif strese 

yol açtığı belirtilmiĢtir (Ciani ve ark. 2015). Reaktif oksijen türleri kaynaklı oksidatif 

stres ile diĢi üreme sistemi arasındaki iliĢkilerin tam olarak anlaĢılamadığı bu 

nedenle, ovaryum oksidatif stres modellerinin bu iliĢkilerin anlaĢılabilmesine önemli 

katkılar sağlayabileceği belirtilmektedir (Zhang ve ark. 2014).  

3-NPA’nın rodent modellerinde yapılmıĢ olan çalıĢmalarda oksidatif strese 

yol açtığı bildirilmiĢtir (Tunez ve ark. 2004, Sandhir ve ark. 2010). DiĢi farelerde 

yapılan bir çalıĢmada 3-NPA’nın yüksek dozda verilmiĢ olmasına rağmen, diğer 

dokuların aksine sadece ovaryumlar üzerine etki gösterdiği kaydedilmiĢtir (Shen ve 

ark. 2012). 
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Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek organizmadaki ROT 

seviyelerini düĢürmeleriyle aĢırı ROT üretimi tarafından indüklenen oksidatif stresi 

azaltmaya yardımcı olmaktadır. Antioksidan takviyesinin, oksidatif stresin zararlı 

etkilerini azaltarak fare oosit kalitesi üzerinde olumlu etkileri olduğu bildirilmiĢtir 

(Lian ve ark. 2013).  

Astaksantin’in, çeĢitli in vitro çalıĢmalarda güçlü antioksidan davranıĢ 

sergilediği, organik çözeltilerde, etkili bir lipit peroksidasyon inhibitörü ve güçlü bir 

singlet oksijen söndürücüsü olarak görev yaptığı bildirilmiĢtir (Naguib 2000). Bu 

çalıĢmada 3-NPA ile oluĢturulmuĢ deneysel oksidatif ovaryum hasarına karĢı 

astaksantin’in koruyucu etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

Ratlarda in vivo 3-NPA ile oksidatif ovaryum hasarı oluĢturulan bu protokole, 

yapılan literatür taramalarında rastlanılmamıĢtır. Bu kapsamda 7 gün boyunca günde 

çift doz olmak üzere 12,5 mg/kg/gün doz 3-NPA enjeksiyonu ile oluĢturduğumuz 

oksidatif strese karĢı antioksidan olan astaksantin’in koruyucu etkilerini 

anlayabilmek için tam kanda GSH, plazma MDA, NO, TSA, TT, CHOL, TG, HDL, 

LDL konsantrasyonları ile PON1 enzim aktivitesi analizi yapıldı. Ek olarak plazma 

ve ovaryum dokusunda TAK, TOK, OSĠ seviyeleri değerlendirildi. Ayrıca ovaryum 

dokusunda histopatolojik incelemeyle çalıĢmamız desteklendi. 

Reaktif oksijen türleri terimi hem serbest radikalleri hemde H2O2 gibi radikal 

olmayan ara ürünleri kapsamaktadır (Burton ve Jauniaux 2011). Tüm hücreler ve 

dokular, elektron transfer zincirinde sürekli olarak küçük bir miktardaki moleküler 

oksijeni ROT’a dönüĢtürmektedir (Alfadda ve Sallam 2012). Bu çalıĢmada 3-NPA 

enjeksiyonu yapılan grupta hem ovaryumlarda hem de plazmada TAK seviyelerinde 

azalmaya, TOK ve OSĠ seviyelerinde ise önemli (P<0,05) artıĢa neden olduğu tespit 

edildi. Bu etkiyi oluĢturduğu oksidatif stres nedeniyle yaptığı düĢünülmektedir. 

3-NPA’nın mitokondride kompleks II'nin geri dönüĢümsüz bir inhibitörü 

olduğu, süksinat dehidrojenazın inhibisyonu ile hücresel enerji metabolizmasını 

bozarak ATP üretiminde bir azalmaya neden olarak oksidatif strese yol açtığı ifade 

edilmektedir (Shen ve ark. 2012). Ayrıca, 3-NPA’nın, ROT'un mitokondriden 

salınmasına, mitokondriyal DNA hasarına ve bu nedenle mitokondriyal fonksiyon 
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kaybı oluĢmasına neden olabileceği bildirilmiĢtir (Wang ve ark. 2001, Mandavilli ve 

ark. 2005, Bacsi ve ark. 2006). Mitokondriden aĢırı ROT salınımının aslında hücresel 

oksidatif stresin ana kaynağını oluĢturduğu kaydedilmektedir (Shen ve ark. 2012). 

Bu durum bulgularımızı açıklar niteliktedir. Farelerde benzer bir çalıĢmada 

intraperitoneal 3-NPA enjeksiyonunun beyin dokusunda ve ovaryum foliküler 

granüloza hücrelerinde yüksek ROT seviyelerine neden olduğu tespit edilmiĢtir 

(Shen ve ark. 2012). Yapılan bu çalıĢmada hem biyokimyasal hemde histopatolojik 

olarak 3-NPA’nın ROT’u artırarak oksidatif strese yol açarak ovaryum doku hasarına 

neden olduğu tespit edilmiĢtir. 

Endojen antioksidanlardan GSH-PX'in etki mekanizmasının, lipit 

peroksidasyonu ile oluĢan H2O2’lerin detoksifikasyonu (Birben ve ark. 2012), 

CAT’ın ise temel koruyucu antioksidan olarak kabul edildiği bildirilmektedir 

(Patlevic ve ark. 2016). Birçok çalıĢmada, 3-NPA'nın SOD ve CAT aktivitelerinde 

artıĢa neden olduğunu gösterilmiĢtir (Fu ve ark. 1995, Binienda ve Ali 2001, Tunez 

ve ark. 2004). Artan enzim aktivitesinin oksidatif stresin göstergesi olduğu ve ROS 

konsantrasyonlarını azaltarak hücre hasarını önlediği bildirilmiĢtir (Binienda ve Ali 

2001).  

Farelerde yapılmıĢ olan bir çalıĢmada 5 gün boyunca intraperitoneal 50 

mg/kg 3-NPA enjeksiyonu yapılmıĢ, sonuçta ROT türleri seviyesinde ve foliküler 

granüloza hücrelerindeki DNA hasarında önemli bir Ģekilde artıĢ tespit edildiği ifade 

edilmiĢtir (Shen ve ark. 2012). Bir çalıĢmada 7 gün boyunca 15 mg/kg ve 30 mg/kg 

dozda 3-NPA uygulanan diĢi farelerde K grubuna göre fare granüloza hücrelerinde 

ROT’un anlamlı Ģekilde arttığı, ovaryum SOD, GSH-PX ve CAT aktivitelerinin 

anlamlı Ģekilde artarken, süksinat dehidrojenazın doza bağlı bir Ģekilde azaldığı 

bildirilmiĢtir (Wei ve ark. 2019). DiĢi farelere 7 gün 12,5 mg/kg 3-NPA 

enjeksiyonuna karĢı proantosianidinin koruyucu etkisinin değerlendirildiği bir 

çalıĢmada, 3-NPA grubu ovaryum ROT seviyeleri, SOD ve CAT aktivitelerinde K 

grubuna göre önemli derecede artıĢ tespit edildiği bildirilmiĢtir (Zhang ve ark. 2015). 

ÇalıĢmamızda TAK seviyesinde 3-NPA uygulamasıyla birlikte bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Uygulamayı takip eden 11. günde azalan TAK seviyeleri 15. günde 11. 
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güne göre artıĢ sergilemiĢtir. 15. günde 11. güne kıyasla meydana gelen TAK 

seviyelerindeki bu artıĢ K grubuyla karĢılaĢtırıldığında istatistiksel bir fark 

oluĢturmuĢtur (P<0,05). TOK seviyesi ve OSĠ seviyeleri uygulamanın baĢından 

itibaren sürekli olarak artan bir seyir izleyerek önceki 3-NPA ovaryum toksisitesi 

modelleri çalıĢmalarında belirtilen verilerle (Shen ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2015, 

Wei ve ark. 2019,) uyumluluk göstermektedir. Ayrıca çalıĢmamızın bulgularını 

destekler nitelikte olduğunu düĢündüğümüz baĢka bir çalıĢmada, metotreksat 

toksikasyonunun ovaryum üzerine olası oksidatif etkisinin olup olmadığı 

değerlendirilmiĢ ve ovaryum hasar grubu serum TAK seviyelerinde anlamlı azalma, 

TOK ve OSĠ seviyelerinde ise artıĢ saptandığı bildirilmiĢtir. Dokuda ise MDA 

konsantrasyonunda artıĢ meydana gelirken GSH-Px ve CAT aktivitelerinde önemli 

derecede azalma kaydedilmiĢtir (Soylu Karapinar ve ark. 2017). ÇalıĢmamızın 

ovaryum dokusu TAK sevilerindeki değiĢim yönünden uyumluluk gösteren baĢka bir 

çalıĢmada, iskemi reperfüzyon (Ġ/R) ile ovaryan hasar oluĢturulmuĢ, ovaryum MDA, 

GSH, TAK seviyeleri değerlendirilmiĢtir. Buna göre Ġ/R grubunda MDA 

konsantrasyonunda önemli bir artıĢ gözlenirken GSH ve TAK seviyelerinde ise 

önemli azalma bildirilmiĢtir (Ergenoglu ve ark. 2013). 

Bu çalıĢmada 3-NPA+AS grubu TAK verileri değerlendirildiğinde uygulama 

boyunca dalgalı bir seyir izlediği göze çarpmaktadır. 0. günle kıyaslandığında 

uygulamanın 7. gününde TAK seviyeleri artıĢ göstermesine rağmen ilerleyen 

günlerde azalan bir seyir izleyerek 11. günde tekrar baĢlardaki seviyelerine dönmüĢ 

ve yine 15. günde artmıĢtır. Bu gruba 7 gün boyunca astaksantin uygulaması 

yapılmıĢ 8. günden itibaren beraberinde 3-NPA uygulamaya baĢlanılmıĢtır. 

Dolayısıyla 0. günden itibaren 7. günde TAK seviyesinin artıĢı antioksidan olan 

astaksantin uygulamasıyla açıklanabilmektedir. Zira astaksantin uygulamasının tek 

baĢına yapıldığı AS grubunda TAK seviyesi artıĢ göstermiĢtir. TOK ve OSĠ 

seviyelerinde de 8. günden itibaren verilmeye baĢlanan 3-NPA’nın astaksantin’in 

etkisini olumsuz etkilesede, 15. günde astaksantin koruyuculuğunu gösterdiği tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca 3-NPA grubuyla kıyaslandığında astaksantin uygulaması TAK 

seviyelerinin düĢmesini TOK ve OSĠ sevilerinin de artmasını engelleyerek 

organizmayı 3-NPA’nın zararlı etkilerinden korumuĢ görünmektedir. Bu veriler 3-

NPA+AS grubunun histopatolojik bulgularıyla da desteklemektedir. 3-NPA+AS 



50 

 

grubunda hem ovaryum hemde plazma TAK, TOK ve OSĠ seviyelerinin K grubuna 

göre değiĢimi istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (P>0,05). Burada da anlamlı 

istatistiksel bir fark oluĢmaması astaksantin’in koruyucu rolünün kanıtı olduğunun 

bir göstergesi olabilir. 

Nitrik oksit, kan damarı tonusunun düzenlenmesi, iltihaplanma, 

mitokondriyal fonksiyonlar ve apoptoz da dâhil olmak üzere çeĢitli fizyolojik 

fonksiyonlarda önemli bir rol oynayan kısa ömürlü bir sinyal molekülüdür (Beltran 

ve ark. 2000). Güçlü bir immünoregülasyon faktörü görevi gören NO, O2
−
• ile 

reaksiyonunu takiben peroksinitrit oluĢumu yoluyla sitoplazmik redoks dengesini 

etkilediği kaydedilmiĢtir (Chung ve ark. 2001). ÇalıĢmamızda NO seviyelerinin en 

yüksek olduğu grubun 3-NPA grubu olduğu tespit edildi. K, AS ve 3-NPA+AS 

grupları arasında istatistiksel olarak fark bulunmazken, 3-NPA grubunda diğer 

grupların hepsiyle arasında fark bulunmaktadır (P<0,001). 

Al Mutairy ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalıĢmada diĢi ratlara 7 gün 

boyunca 25 mg/kg i.p. yolla 3-NPA uygulamasının, striatal dopamin ve GSH’nın 

belirgin bir Ģekilde tükenmesine neden olurken, TBARS ve NO seviyelerinin anlamlı 

Ģekilde artıĢ gösterdiği bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamız verileri bu çalıĢma ile paralellik 

göstermektedir. NO seviyelerinin 3-NPA grubunda yüksek çıkmasının artan oksidatif 

stres ile iliĢkili olmakla birlikte 3-NPA’nın parçalanması sonucu oluĢan NO (Castillo 

ve ark. 1993) miktarına bağlı olduğunu düĢünmekteyiz. 

Yaygın olarak kullanılan lipit peroksidasyon belirteçlerinden biri olan MDA 

esas olarak, araĢidonik asit gibi ikiden fazla çift bağ bulundururan PUFA'nın 

peroksidasyon ürünü olarak ortaya çıkmaktadır (Halliwell ve Gutteridge 2007). 

MDA’nın klinik durumlarda oksidatif stresi belirleyen en popüler ve güvenilir 

belirteçlerden biri olduğu bildirilmiĢtir (Ayala ve ark. 2014). 3-NPA’nın rat striatal 

ve kortikal sinaptozomlarında oksidatif etkisinin incelendiği bir çalıĢmada, 

hayvanlara 4 gün boyunca i.p. yolla 20 mg/kg dozda yapılan uygulamaya karĢı 1 

mg/kg dozda melatoninin antioksidatif koruyucu etkisi değerlendirilmiĢtir. Bu 

çalıĢmaya göre; 3-NPA, lipit peroksidasyon seviyelerinde ve protein karbonil 

içeriğinde bir artıĢa neden olurken, süksinat dehidrojenaz aktivitesinde bir azalmaya 
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neden olmuĢ ve SOD aktivitesinde bir artıĢı tetiklediği bildirilmiĢtir. Bu 

değiĢikliklerin melatonin uygulanan gruplarda engellendiği belirtilmiĢtir (Tunez ve 

ark. 2004). Aynı Ģekilde bizim çalıĢmamızda da 3-NPA verilen hayvanlarda lipid 

peroksidasyonunun anlamlı derecede artıĢ gösterdiği ve yine antioksidan astaksantin 

uygulamasının bu etkiyi azalttığı tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda, K grubuna göre AS 

grubunda MDA konsantrasyonunda azalma görülürken 3-NPA grubunda ise artıĢ 

meydana geldiği dikkati çekmektedir. 3-NPA grubundaki artıĢ istatistiksel olarak 

önemli (P<0,05) bulunmuĢtur. 3-NPA+AS grubunda görülen artıĢ ise istatiksel 

olarak önemli bulunmamaktadır. Dolayısıyla astaksantin burada her ne kadar lipid 

peroksidasyonu tam olarak durduramasada aĢırı artmasını engelleyerek organizmayı 

lipit peroksidasyonunun zararlı etkilerinden koruduğunu düĢünmekteyiz. Bu bulgular 

belirtilen çalıĢmaların (Tunez ve ark. 2004, Al Mutairy ve ark. 2010, Joseph 2013) 

bulgularıyla da uyumluluk içerisindedir. 3-NPA grubundaki lipit peroksidasyonunun 

artıĢ göstermesinin nedeninin yukarıda belirtildiği gibi süksinat dehidrojenaz 

aktivitesinin inhibisyonuna bağlayabiliriz. 

ÇalıĢmada, tam kan GSH konsantrasyonu gruplar arası karĢılaĢtırıldığında K 

grubuna kıyasla 3-NPA grubunda istatistiksel olarak kayda değer bir azalma olduğu 

tespit edildi (P<0,001). AS ve 3-NPA’nın birlikte uygulandığı grupta ise yine 

istatistiksel olarak önemli bir azalma göze çarpmaktadır (P<0,05). Hücrelerin GSH'yi 

yeniden üretme kabiliyeti (GSSG'nin azaltılması yoluyla veya GSH'nin sentezi 

yoluyla) hücrenin oksidatif stresi yönetmedeki verimliliğini yansıtmaktadır (Curtin 

ve ark. 2002, Lu ve ark. 2018). Bu nedenle çalıĢmamızda 3-NPA uygulamasının 

hücrelerin GSH’yı üretme kabiliyetini olumsuz etkilediği ve GSH seviyelerinin 

azalmasına neden olarak, ROT’a karĢı hücresel savunmayı zaafiyete uğrattığı, hatta 

öyle ki 3-NPA+AS verilen grupta bile astaksantin’in bu azalmayı 3-NPA grubuna 

göre kısmen baskılamıĢ gibi görülsede GSH konsantrasyonunun azalmasına engel 

olamadığı görüldü. K grubuna göre 3-NPA+AS grubu GSH verilerinin istatistiksel 

karĢılaĢtırması da bunu göstermektedir (P<0,001). Ayrıca GSH konsantrasyonunun 

3-NPA etkisinden dolayı oluĢan serbest radikallerle mücadelesi sırasında tükenmiĢ 

olabileceği ya da 3-NPA kaynaklı oluĢabilecek enerji eksikliğinin GSH sentezi 

üzerine inhibe edici etki yapmıĢ olabileceğini düĢünmekteyiz.  
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Ratlara 25 mg/kg ip 3-NPA uygulamasına karĢı balık yağı ile antioksidan 

olan quercetinin etkisinin incelendiği bir araĢtırmada; 3-NPA uygulamasının 

striatumunda NO ve MDA seviyelerinde önemli bir artıĢ, GSH ve SOD seviyelerinde 

önemli bir azalmaya neden olduğu gözlendiği, CAT seviyelerine ise herhangi bir 

etkisinin görülmediği belirtilmiĢtir. Serebellumda ise NO, MDA, GSH ve SOD 

seviyelerinde anlamlı bir değiĢiklik olmadığı, CAT seviyelerinde ise belirgin bir artıĢ 

meydana geldiği bildirilmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmada balık yağı ve quercetin 

uygulamasının 3-NPA’ya karĢı koruyucu etki oluĢturduğu da ifade edilmektedir 

(Joseph 2013). Ratlara oral olarak 80 mg/kg dozda 3-NPA uygulanmıĢ olan baĢka bir 

çalıĢmada, karaciğer SOD ve GSH-PX aktiviteleri ile MDA konsantrasyonunda 

ayrıca serebral SOD ve MDA’da da önemli derecede artıĢ tespit edildiği bildirilmiĢtir 

(Fu ve ark. 1995). ÇalıĢmamızda 3-NPA uygulaması neticesinde, MDA, NO ve TOK 

seviyelerindeki artıĢ ile GSH ve TAK seviyelerinde azalma oluĢması yönünden bu 

çalıĢmaları destekler niteliktedir. 

Endojen antioksidan olarak görev yapan sülfidril bileĢiklerinin organizmada 

azalması veya tükenmesi, oksidatif stresin zararlı etkilerini artırarak hücre ve 

membran hasarını artırdığı bildirilmiĢtir (Aksenov ve Makesbery 2001). Protein tiyol 

gruplarının oksidanları temizleyerek antioksidanları ve/veya hücresel bileĢenleri 

saldırıdan koruduğu kaydedilmektedir. Tiyol gruplarının serumda ölçümü, dolaylı 

olarak antioksidan savunmaları yansıttığı belirtilmektedir (Lemarechal ve ark. 2006). 

Bu amaçla çalıĢmada plazma TT konsantrasyonlarını değerlendirmiĢ bulunmaktayız. 

Deney gruplarının TT konsantrasyonlarının karĢılaĢtırılması değerlendirildiğinde 

gruplar arası sayısal farklar oluĢmuĢ olmasına rağmen bu farklar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı (P>0,05). ÇeĢitli dokulardaki hücreler tiyollerin redoks durumunu 

düzenleyerek –SH içeren proteinleri oksidasyondan korudukları, GSH sisteminin de 

tiyol konsantrasyonunun kontrolünde önemli pay sahibi olduğu öne sürülmüĢtür 

(Aksenov ve Makesbery 2001). Bu açıdan çalıĢmamız TT konsantrasyonları 

değerlendirildiğinde, aslında 3-NPA grubunda K grubuna göre düĢüĢ 

gözlenmekteyken, bu değiĢim istatistiksel olarak önemli çıkmamıĢtır. Bu durum 

hayvan sayısının az olması gibi birçok nedenden ileri gelmiĢ olabileceği 

düĢünülebilir. 
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Sialik asitler makromolekülleri fagositik bozulmalardan veya doğal immün 

tepkiden korumak için, moleküllerin tanıma alanlarının korunmasında rol oynarlar 

(Ley 2003). SA’lar hücrelerin kimliği gibidirler, böylece onları immünolojik 

saldırılara karĢı koruyabilmektedirler (Schauer 2009). SA’ların bulundurdukları -OH 

grupları, karboksilik asit ve N-asetamid grupları organizmada, homoeostazis, immün 

sistem ve enflamasyonda önemli iĢlev görmektedirler (Varki 2008). Birçok 

çalıĢmada, Ģiddetli enflamatuvar, hücresel dejenerasyon veya proliferasyon 

durumlarında TSA konsantrasyonunun arttığı bildirilmiĢtir (Deveci ve ark. 2017a, 

2017b, 2018a). 

Bu çalıĢmada TSA için yapılan gruplar arası karĢılaĢtırmada; 3-NPA 

uygulaması TSA seviyelerini anlamlı bir Ģekilde artırırken AS uygulamasıyla bu artıĢ 

3-NPA+AS grubunda baskılanmıĢ görülmektedir. Ġstatistiksel olarak gruplar 

arasındaki farklar P<0,05 derecesinde anlamlı görülürken, bu istatistiksel önemin 3-

NPA grubundaki artıĢtan kaynaklandığı görülmektedir. SA miktarının akut 

enflamatuvar reaksiyonlarda da arttığı bildirilmektedir (Hag ve ark. 1993). Akut faz 

proteinlerinin enfeksiyon, iltihaplanma, doku hasarı veya tahriĢi, neoplazi ve strese 

maruz kalan hayvanlarda arttığı veya azaldığı bildirilmektedir (Kuru ve ark. 2015, 

Merhan ve ark. 2016). SA’nın büyük bir kısmı, akut enflamatuvar reaksiyonlarda 

artan proteinlere bağlı olarak bulunmakta olduğundan akut faz yanıtta görev aldığı da 

belirtilmektedir (Lindberg ve ark. 1991). Hücre membranında meydana gelebilecek 

bir hasar neticesinde SA’ların plazmada seviyelerinin yükselebileceği, ayrıca sadece 

oksidatif stresin de hücre yüzeyindeki SA’ların salıverilmesini indükleyebileceği 

ifade edilmektedir (Eguchi ve ark. 2005). ÇalıĢmamızda 3-NPA uygulaması hem 

oksidatif strese neden olmuĢ, bunu artan OSĠ’den görmekteyiz, hemde ovaryumlarda 

histopatolojik olarak desteklenen hücresel hasar oluĢturmuĢtur. TSA seviyelerinin 

plazmada artıĢ göstermesi, hasar grubunda 3-NPA’nın neden olduğu membran 

hasarından veya akut faz yanıt olarak membranlardan SA’ların salıverilmesiyle iliĢki 

olabileceği kanaatini taĢımaktayız. 

Nur ve ark. (2018), ratlarda malatyon ile oluĢturulmuĢ toksikasyon 

modelinde, toksikasyon grubu plazma TOK ve TSA seviyelerinin K grubuna göre 

artarken, TAK seviyelerinin azaldığı bildirilmiĢtir. TOK ve TSA seviyelerindeki 
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artıĢın malatyonun karaciğer dokusunda hücre infiltrasyonlarına, dejenerasyona ve 

fokal nekroza yol açmasıyla açıklanmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda da benzer Ģekilde 

toksikasyon grubunda TOK ve TSA seviyelerinin artması ve TAK sevilerinin 

azalmasıyla sonuçlanan oksidatif stresin etkisiyle hücrelerde meydana gelen 

dejenerasyona bağlı olarak oksidan parametrelerde artıĢ gözlenirken antioksidan 

belirteçlerde ise azalma meydana gelmiĢtir. Astaksantin’in antioksidan etkisiyle 3-

NPA toksikasyonun zararlı etkileri en aza indirilerek oksidatif dengenin sağlanmaya 

çalıĢıldığı görülmektedir. 

Paraoksonaz baĢta karaciğer olamak üzere birçok dokuda ve plazmada 

bulunmaktadır (bin Ali ve ark. 2003). Plazmada HDL ile birlikte bulunan PON1 

enziminin plazma lipoproteinlerinin oksidasyonunu önleme görevi olduğu ve LDL 

kolesterolü serbest radikallerin indüklediği oksidasyondan koruduğu belirtilmektedir.  

HDL kolesterol yapısında bulunan PON1 enzimi, LDL’deki aktif lipidleri 

parçalayarak hücrelerde enflamatuvar cevap oluĢumuna karĢı koruyucu etki 

göstermektedir (Aviram 1999). Deveci ve ark. (2015) yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada 

farelerde akut klorprifos-etil toksikasyonunun PON1 aktivitesi ve TAK düzeylerini 

azalttığı, TOK ve OSĠ düzeylerini ise artırdığı tespit edilmiĢtir.  

Bu çalıĢmada, PON1 aktivitesinin 3-NPA grubunda K grubuna göre azalarak 

istatistiksel olarak bir farkın ortaya çıkmasına neden olduğu tespit edildi (P=0,001). 

PON1 enzim aktivitesin astaksantin’in ve 3-NPA ile birlikte verildiği grupta bir 

azalma meydana gelmiĢ olmasına rağmen bu azalmayla K grubuyla arasında oluĢan 

PON1 aktivitesindeki değiĢim istatistiksel olarak anlamlı değildi (P>0,05). Bu sonuç 

bize astaksantin uygulamasının koruyucu olarak görev yaptığı ve bu grupta 3-

NPA’nın oksidatif etkisini baskıladığını göstermektedir. 

ÇalıĢmamızda 3-NPA grubunda CHOL, TG ve LDL’nin önemli bir Ģekilde 

arttığı HDL seviyelerinde ise yine anlamlı bir düĢüĢ olduğu gözlendi (P<0,05). 

Burada HDL seviyelerinde yaĢanan düĢüĢe bağlı olarak PON1 seviyesinde de düĢüĢ 

meydana gelmiĢtir. Bu durum PON1’in HDL’ye bağımlı bulunmasıyla açıklanabilir 

(Aviram 1999). Akut faz yanıt sırasında, HDL moleküllerinin apolipoprotein Al, 

kolesterol esteri ve PON1 de dahil olmak üzere HDL ile iliĢkili enzimlerin çoğunu 
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kaybettiği, bu nedenle, PON1’in negatif akut faz proteini olarak kabul edildiği 

bildirilmektedir (Gaidukov ve Tawfik 2005). PON1 aktivitesindeki bir azalmanın 

oksidatif hasarın arttığının bir göstergesi olarak kabul edildiği bildirilmiĢtir (Kaya ve 

ark. 2016). Ayrıca, 3-NPA grubu için, PON1 ve TT verilerine bakıldığında hem 

PON1 aktivitesi hem de TT konsantrasyonu azalmıĢtır. Bu durumun PON1’in 

yapısında düsülfit bağı bulundurmasıyla (Baskol ve ark 2006) 

iliĢkilendirilebileceğini düĢünmekteyiz. Ayrıca PON1 ve HDL’deki düĢüĢ, serbest 

radikal üretimine bağlı olarak oluĢan akut faz yanıt süresince HDL’nin PON1 dahil 

olmak üzere üzerindeki apoproteinleri kaybetmesiyle açıklanabilir. 

Akrilamidin çeĢitli dozlarıyla (2, 10, 30 mg/kg) ratlarda oluĢturulan ovaryum 

hasarında lipit profili değerlendirilen hayvanlarda K grubuna göre ovaryan hasar 

oluĢturulmuĢ grupta CHOL konsantrasyonunda anlamlı artıĢ tespit edilmiĢtir. Yüksek 

doz akrilamid ise CHOL seviyesinde önemli derecede azalmaya neden olduğu, düĢük 

doz grubunun TG düzeyindeki K grubuna göre anlamlı artıĢlara rağmen, K grubuna 

kıyasla hem hafif hem de yüksek doz gruplarında anlamlı düĢüĢler bulunduğu 

bildirilmiĢtir. Öte yandan, düĢük, hafif ve yüksek doz akrilamid gruplarının her 

birinde HDL seviyeleri K grubuna göre anlamlı derecede düĢük olduğu belirtilmiĢtir. 

Aynı çalıĢmada LDL seviyeleri ise düĢük ve orta doz gruplarında anlamlı artıĢ, 

yüksek doz grubunda ise K grubuna göre anlamlı bir fark görülmediği belirtilmiĢtir 

(Mahmood ve ark. 2016). ÇalıĢmamızda 3-NPA ile ovaryan hasar oluĢturduğumuz 

grupta CHOL, TG, LDL seviyelerinde anlamlı artıĢ, HDL sevilerinde ise önemli 

azalma tespit edilmiĢtir. Dolayısıyla verilerimiz bu çalıĢmayla uyumludur. 

Deveci ve Karapehlivan (2018), chlorpyrifos-ethyl (CPF) ile oluĢturdukları 

toksisite modelinde, CPF grubu plazma TAK, HDL ve PON1 aktivitesinde K 

grubuna göre önemli derecede düĢük, plazma TOK, TSA, CHOL, TG, LDL ve 

VLDL seviyelerinde önemli derece artıĢ görüldüğü kaydedilmiĢtir. Aynı çalıĢmada 

beyin dokusu PON1 aktivitesi ve TAK sevileri önemli derecede düĢük, TOK ve TSA 

seviyeleri ise önemli derecede yüksek olarak tespit edilmiĢtir. 

Deveci ve ark. (2017), polikistik ovaryum sendromu (PCOS) hastalarında 

PON1 aktivitesi ve HDL seviyesi, K grubuna göre anlamlı derecede düĢük 
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bulunduğu, TSA seviyelerinin ise K grubundan daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir. 

Parametreler ve sendrom baĢlangıcı arasında da anlamlı bir iliĢki olduğu da 

kaydedilmiĢtir. Ayrıca baĢka bir çalıĢmada 7,12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) 

ve flüorid ile ratlarda oluĢturulmuĢ kronik toksikasyonunda, DMBA uygulanan 

gruplarda TSA, LSA düzeylerinin florid uygulanan gruplara kıyasla daha fazla arttığı 

gösterilmiĢtir (Oto ve ark. 2017). Bu çalıĢmamızda da benzer sonuçların bulunması, 

toksikasyonun hücre membran lipid bileĢiklerine zarar vermesiyle oluĢan oksidatif 

stres ve doku hasarı sonucu Ģekillenebileceği kanatini oluĢturmaktadır. 

Sonuç olarak; 

a) 3-NPA maruziyeti sonucunda serbest radikal oluĢabileceği, antioksidan 

sistemin uyarılarak serbest radikal temizleyicilerinin (TAK, GSH, PON1, TSA, TT) 

verdiği tepki ile gösterebileceği,  

b) 3-NPA ile oluĢmuĢ olan düĢük TT ve GSH seviyelerinin, serbest 

radikallerle yapılan yok etme reaksiyonu ile iliĢkilendirilebileceği,   

c) Astaksantin’in 3-NPA ile birlikte verilmesinin 3-NPA’nın yukarıda 

belirtilen tüm biyokimyasal parametrelere yaptığı olumsuz etkiyi düzeltebileceği ve 

hasar oluĢmasını histopatolojik olarak önleyebileceği,  

d) 3-NPA ile indüklenen ovaryum toksisitesinde Ģekillenen oksidatif hasara 

karĢı astaksantin’in koruyuculuğunun, güçlü antioksidan etkisiyle iliĢkili olabileceği,   

e) Oksidatif stres kaynaklı hastalıkların profilaksi ve tedavisinde özelikle 

ovaryan dejenerasyon kaynaklı infertilite problemlerinde astaksantin kullanımının 

faydalı olabileceği kanaatini taĢımaktayız.  
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