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ÖZET 

Lipopolisakkarit (LPS), akut enflamasyona neden olan ve insan sağlığını tehdit eden 

gram (-) bakterilerden elde edilir. Gram (-) bakterilerinin hücre duvar yapısının bir 

bileşeni olan LPS saflaştırılmış glikolipit yapısına sahiptir. Bu çalışmada sıçanların 

kan dokusunda LPS’nin vitamin E (VE) ve/veya sodyum selenit (SS) ile DNA’da 

meydana getirdiği yapısal değişimlerin belirlenmesi ve antioksidan enzim 

aktivitelerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Yapılan çalışmada sıçanlar kontrol 

grubu ve uygulama gruplarına göre toplamda sekiz gruba ayrıldı: kontrol grubu, VE 

uygulanan grup (200 mg/kg), SS uygulanan (0.35 mg/kg) grup, VE+SS uygulanan 

grup (200+0.35 mg/kg), LPS uygulanan grup (10 mg/kg), LPS+VE uygulanan grup 

(10+200 mg/kg), LPS+SS (10+0.35 mg/kg) uygulanan grup ve LPS+SS+VE 

uygulanan grup (10+0.35+200 mg/kg). Antioksidan enzim aktiviteleri ve DNA’daki 

yapısal değişiklikler 6 saat sonunda kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. LPS’nin 

sıçan eritrositlerinde ve lökositlerinde antioksidan enzim aktivitelerini azalttığı ve 

komet testi sonuçlarına göre de DNA hasarına neden olduğu tespit edilmiştir. VE ve 

SS’in enzim aktivite testlerinde ve DNA hasarı tespitinde LPS kaynaklı hasarı 

eritrosit ve lökositlerde azaltmıştır. Sonuç olarak, VE ve SS’in birlikte uygulanması  
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LPS kaynaklı kan toksisitesine karşı koruyucu olduğu görülmüştür. Bu nedenle 

LPS’ye bağlı toksisiteyi azaltmak için yiyecek veya içecekler VE ve SS içermelidir. 

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit, Sodyum selenit, Kan dokusu, Antioksidan 

enzimler. 
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ABSTRACT 

Lipopolysaccharide (LPS) is derived from gram-negative bacteria that cause acute 

inflammation and threaten human health. LPS, which is a component of the cell wall 

structure of Gram (-) bacteria, has a purified glycolipid structure. In this study, it was 

aimed to determine changing structure of DNA and to evaluate the antioxidant 

enzyme activities LPS-induced with vitamin E (VE) and/or sodyum selenit (SS) in 

the blood tissues of the rats. This study, the rats were divided into eight groups 

according to the control and treatment groups: control group, VE-treatment group 

(200 mg/kg), SS-treatment (0.35 mg/kg) group, VE + SS-treatment group (200 + 

0.35 mg/kg), LPS-treatment group (10 mg/kg), LPS + VE group (10 + 200 mg/kg), 

LPS + SS (10 + 0.35 mg/kg) group and LPS + SS + VE group (10 + 0.35 + 200 mg / 

kg). Antioxidant enzyme activities and changing structure of DNA were compared 

with the control group after 6 hours. It was found that LPS reduced antioxidant 

enzyme activities in rat erythrocytes and leukocytes and caused DNA damage in the 

results of Comet test. VE and SS were found to inhibit LPS-induced erythrocytes and 

leukocytes damage in enzyme activities tests and DNA damage detection. As a 

result, it was seen that co-administration of VE and SS have protective against LPS-
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induced blood toxicity. Therefore, food and beverages with VE and SS should be 

taken in order to reduce the toxicity of LPS. 

Keywords: Lipopolysaccharide, Sodium selenite, Blood tissue, Antioxidant 

enzymes.  
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KISALTMALAR 
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1. GİRİŞ  

Mikroorganizmaların toksinleri ve bazı antijenik yapıları bir başka organizmanın 

yapısında inflamasyona neden olabilmektedir. Gram (-) bakterilerin hücre duvar 

yapısının bir bileşeni olan ve ‘endotoksin’ olarak da adlandırılan lipopolisakkarit 

(LPS) saflaştırılmış glikolipit yapısına sahiptir. LPS’nin toksisiteden sorumlu olan 

bölümü Lipit A’dır ve toksisitesi sebebiyle üzerinde en çok araştırma yapılan 

toksindir [1-5]. LPS’nin neden olduğu doku hasarları, ileri boyutta organ hasarları, 

genellikle reaktif oksijen türleri (ROT) ve azot türevlerinin oluşumu ile 

ilişkilendirilir. LPS etkisiyle oluşan bu reaktif türler, lipit peroksidasyonuna, DNA 

mutasyonlarına yol açarak proteinleri inaktive edebilirler [6, 7]. Savunma sisteminin 

yeterli olmadığı durumlarda ROT ve antioksidanlar arasındaki denge tehlikeye girer 

ve doku hasarlarına neden olur [8]. Antioksidan savunma sistemleri, ROT oluşumunu 

ve meydana getirdiği hasarı önleyen sistemlerdir [9]. 

Canlının dolaşımında bakteri bulunmasına bakteriyemi, enfeksiyonun sistemik hale 

geçmesine ise sepsis adı verilir. Gram (-) bakterilerde bir hücre duvarı yapısı olan 

LPS, endotoksin olarak da isimlendirilir. Endotoksinin dolaşımda bulunması 

durumuna endotoksemi adı verilmektedir. LPS immünolojide tanımlanan en iyi 

antijendir. Dolaşımda belirli miktarda bulunması durumunda savunma hücrelerince 

yangısal cevap tetiklenir. Özellikle makrofaj ve monositler tarafından ilk cevap 

olarak tümör nekrozis faktör alfa (TNF-α) ve interlökin-1beta (IL-1β) gibi 

proinflamatuar sitokinler salınır. Hücreler tarafından salınan TNF-α’nın doku hasarı, 

hipotansiyon ve organ yetmezliğine neden olduğu bildirilmiştir [10-12]. TNF lökosit 

yüzeyindeki adhezyon moleküllerini aktive ederek nötrofillerin endotel hücrelerine 

yapışmasını sağlar ve degranülasyon sonucu açığa çıkan proteazlar toksik oksijen 

radikalleri endotel hücresinin zedelenmesine yol açmaktadır [11]. 
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1.1.Vitamin E 

Güçlü ve doğal bir antioksidan olan vitamin E (VE)’nin biyolojik fonksiyonu; hücre 

bileşenlerini serbest radikallerin oksidasyonundan korumaktır. Özellikle badem, 

pamuk, yer fıstığı gibi bitkilerin yağlarında bol miktarda bulunur [13]. İnsanda 

hemen hemen tüm dokularda bulunmasına rağmen yağ doku, plazma ve karaciğerde 

daha yoğundur [14, 15]. Zar fosfolipitlerinin yapısındaki doymamış yağ asitlerini 

doyurarak, hücre içi zarların metabolizmasını ve zar yapısını bozan peroksit 

radikallerin oluşumunu önlemektedir [16, 17]. Hücre ve organellerin membran 

lipitleri üzerindeki etkisi sebebiyle oksidatif hasara karşı bir savunma hattı 

oluşturarak membran stabilitesini sağlamaktadır [18]. DNA sentezinde yer alma, 

kanseri önleme, B lenfositlerini uyarma ve immunoglobulin sentezini arttırma [19], 

A vitamininin bağırsaktan emilimini ve dokulardaki düzeyini arttırma VE’nin diğer 

işlevleri arasında yer almaktadır [20]. 

VE, 200 °C’ye kadar ısıya, asidik bir etkiye ve alkalilere karşı dayanıklı olup 

ultraviyole ışınları karşısında kolayca bozulan ve oksitlenme ile biyolojik etkisini 

kaybeden bir yapıya sahiptir [21, 22].  

Serbest radikallerin kanser tetikleyici etkisi olduğu [23] ve VE’nin antimutajenik, 

antikarsinojenik ve antiklastojenik etkilerinin olduğu in vitro ve in vivo çalışmalarla 

gösterilmiştir [24]. 

Birçok canlı için ağır metallerin hasara neden olduğu ve oluşan toksisitede serbest 

radikallerin temizlenmesinde etkili rol alan VE ile azaltıldığı yapılan birçok çalışma 

ile gösterilmiştir [25-27]. VE yüksek oksijen konsantrasyonlarında etkilidir. Eritrosit 

membranları ve solunum sistemi membranlarında yoğunlaşarak en yüksek oksijen 

kısmi basıncına ulaşır [28]. İnsan eritrositlerinin in vitro ortamda hidrojen peroksit 

(H2O2) ile hemolizini önleyen VE’nin eritrositlerin H2O2’ye duyarlılığının 

ölçülmesiyle tespit edilmştir [29]. 

Yapılan çalışmalarda VE eksikliğine bağlı olarak periferal sinir yaralanması olan 

ratlarda dejeneratif değişiklikler olduğu ve aksonal rejenerasyonun azaldığı ortaya 

konulmuştur [30, 31]. 
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1.2. Sodyum Selenit 

Sodyum selenit (SS) canlı organizmalar için antioksidan özellikte esansiyel bir iz 

elementtir [32-34]. Selenyum olarakta bilinen SS, 1817 yılında Jon Berzetius 

tarafından sülfirik asit üretimi sırasında sülfürdioksidin oksidasyonunda açığa çıkan 

kalıntılardan keşfedilen bir elementtir. Doğada kırmızı kristaller, camsı kolloidler ve 

hekzagonal yapıda bulunur [35]. Hücrelerde, antigenotoksik ve antimutajenik 

özellikleri nedeniyle ROT’ların birikim riskini azaltan ve hücre içi redoks dengesini 

koruyan biyolojik güvenlik açısından önemli bir antioksidandır [36]. Bazı çalışmalar, 

insanlarda antioksidan kapasiteyi arttırıcı faaliyetleri sebebiyle; kanser ve 

kardiyovasküler sistem hastalıkları gibi birçok hastalıklara karşı koruyucu olduğunu 

ortaya koymuşlardır [36-39]. 

Vücuttaki toplam miktarı 10-20 mg arasında değişen selenyum, insan vücudunda 

büyük miktarı kas dokusunda, eritrositler, trombositler ve bağışıklık sistemi 

hücrelerinde olmak üzere yüksek oranda bulunmaktadır [40].  

Orta dereceli selenyum eksikliği; Alzheimer, Parkinson gibi nörolojik hastalıklara, 

enfeksiyon artışı ve kanser riskine, tiroid fonksiyonlarında azalmalara yol açabilir. 

Bu durum insan sağlığı ile yakından ilişkili bir mineral olduğunu ortaya koymaktadır 

[41]. Selenyumun uzun süreli eksikliğinde ise tüm vücut dokularında glutatyon 

peroksidazın (GPx) aktivitesinin azaldığı görülmüştür. Enzimin aktivitesi kandaki 

selenyum seviyesi ile orantılıdır [25]. SS; GPx için önemli bir bileşendir. GPx 

enzimi, SS aracılığı ile tehlike oluşturabilecek olan H2O2’ye karşı yağ asidi 

hidroperoksitlerinin yıkılmasını sağlar. SS antioksidanının bu peroksitlerin 

oluşumunu durdurucu etkisine GPx yardımcı olur [42, 43]. 

1.3. Oksidatif Stres 

Oksidatif stres; canlı organizmada hücre dışı matriksin yapısını ve biyolojik 

membranları parçalayan, DNA hasarına neden olarak hücre de genetik yapı ve 

fonksiyon bozulmalarını oluşturan oksidanlara karşı antioksidan kapasitenin 

azalmasıdır [44, 45]. 
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Oksidatif stres tabii bir süreçtir, oksijene gereksinimi olan tüm canlı yapılarında 

çeşitli durumlarda oluşmaktadır. Organizmanın biyolojik sistemleri bu stresi 

denetleyen özel mekanizmalar içermektedir. Kontrol mekanizmalarının etkili 

olmadığı durumlarda oksidatif hasar ortaya çıkmaktadır[46]. 

Serbest radikaller; son yörüngelerinde eşleşmemiş elektrona sahip kararsız, molekül 

ağırlıkları düşük ve kısa ömürlü moleküllerdir [47]. Oksidatif stres, serbest 

radikallerin üretimi ve vücudun antioksidan savunma mekanizmaları arasındaki 

dengesizlik olarak da tanımlanabilir [48]. 

1.4. Malondialdehit (MDA) 

Serbest oksijen gruplarının dokularda meydana getirdiği hasarın ve lipit 

peroksidasyonu şiddetinin derecesinin belirlenmesi için kullanılan kriterlerden biri 

MDA seviyesinin belirlenmesidir. MDA, yağ asidi oksidasyonunun niceliksel ya da 

özel bir göstergesi değildir. Lipit peroksidasyonu sonucunda oluşan MDA, kan 

plazmasında kolaylıkla tanımlanabilmekte ve oksidatif stres ölçümlerinde de 

kullanılmaktadır. Ayrıca plazmada kolay çözülebilir olması MDA’yı idrarda da 

görülebilir kılmaktadır [9]. 

 

MDA, membran bileşenlerinin çapraz bağlanmalarına ve polimerizasyonuna neden 

olduğundan dolayı iyon transportu ve hücre yüzeyindeki spesifik yapıların 

kümeleşmesi gibi iç membranın bazı özelliklerini olumsuz etkilemektedir. MDA, bu 

özelliklerinden dolayı karsinojenik, genotoksik ve mutajenik bir bileşiktir [9, 49]. 

1.5. Antioksidanlar 

Antioksidanlar; canlı hücrelerde oksidasyon sonucu oluşan aktif oksijenleri tutarak 

ya da oluşumlarını engelleyerek hücresel düzeyde meydana gelebilecek zararları 

önleyen, dejeneratif hastalıkların oluşumunu durduran maddelerdir [50]. 

Antioksidanların; zar yapısındaki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonlarını 

engelleyici etkileri en önemli etkilerinden biridir. Antioksidanların nükleik asitleri, 

proteinleri, lipitleri ve diğer hedef makromolekülleri koruyucu etkileri bulunmaktadır 

[51, 52]. 
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Antioksidanların serbest oksijen radikallerine etkileri dört farklı şekilde 

sınıflandırılmaktadır [53]. 

1. Toplayıcı etkileri ile radikalleri tutarak daha zayıf özellikte yeni bir moleküle 

dönüştürürler. 

2. Bastırıcı etkileri ile radikallerle etkileşime girer ve hidrojen aktararak aktivitelerini 

azaltır veya inaktive ederler. 

3. Zincir kırıcı etkileri ile radikallerin fonksiyonlarını engelleyici etki gösterirler. 

4. Onarıcı etkileri ile serbest radikallerin canlı yapısında oluşturdukları hasarı onarıcı 

etki gösterirler. 

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve GPx serbest oksijen radikallerinin 

etkilerine karşı biyolojik sistemlerin temel antioksidan enzimleridir [8]. Aerobik 

organizmalar oksijen toksisitesinden bu önemli üç enzim yardımıyla korunmaktadır 

[54]. 

1.5.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

17-85 kDa molekül ağırlığında metaloenzim olan süperoksit anyon radikallerinin 

dismutasyonu sonucunda moleküler oksijeni hidrojen peroksite katalize eden, tüm 

hücrelerde oksijenin zararlı etkilerine karşı önemli bir savunma etkeni olan ve 

katalitik aktivitesi çok yüksek olan bir enzimdir [55]. SOD enziminin antioksidan 

özelliği ilk kez 1968 yılında Mc Cord ve Fridovich’in yaptığı araştırmalar sonucu 

anlaşılmıştır [56]. Oksidasyon reaksiyonunda, metabolizma ürünü olan toksik 

süperoksit anyonunun çok hızlı olarak daha zararsız olan H2O2’ye dönüşümünü 

katalize eder. Bu ters değişim reaksiyonunda, süperoksit radikalinin anyon ve katyon 

formları aynı oranda bulunmakta ve pH: 4.8’de kendiliğinden gerçekleşmektedir. 

Ancak pH değeri 7.35-7.45 arasında iken reaksiyon çok daha yavaş olmaktadır. SOD 

enziminin ortamda bulunması durumunda ve pH en az 7.4 koşullarında ters değişim 

reaksiyonu dört kat hızlı gerçekleşmektedir [57]. 
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1.5.2.Katalaz (CAT) 

Katalaz (CAT) enzimi 1937 yılında sığır karaciğerinden Sumner ve Dounce 

tarafından izole edilmiş ve yaklaşık 240 kDa molekül ağırlığındadır. Aktif kısmında 

dört tane Fe
+3

 bulunduran, her biri feriprotoporfirin grup olan dört benzer alt birim 

içeren bir hemoproteindir. Oksidatif stres tarafından düzenlenen bu enzim en fazla 

böbreklerde, hepatositlerde ve eritrositlerde bulunur [58-60]. 

CAT enzimi, SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizması ile biyolojik sistemleri 

H2O2’nin zararlı etkilerine karşı korumak için su ve moleküler oksijene parçalar [51, 

61]. Ortamdaki H2O2 konsantrasyonunun çok fazla arttığı durumlarda CAT 

enziminin aktivitesi belirgin olarak artmaktadır. H2O2’yi substrat olarak kullanan 

enzimler (GPx gibi) H2O2 konsantrasyonunun düşük olduğu durumlarda devreye 

girerek H2O2’yi ortamdan uzaklaştırırlar [62]. 

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Birbirinin aynısı dört alt birimden oluşan tetramerik bir enzim olan GPx ilk kez 1957 

yılında Mills tarafından memeli eritrositlerinden izole edilmiştir. Selenoenzim 

olarakta adlandırılan GPx enziminde her bir alt birim bir tane selenyum atomu içerir 

[9]. 

GPx, hücrede bulunan diğer antioksidanlarla birlikte, solunum patlaması sırasında 

serbest radikalleri engelleyici etkisiyle fagositik hücrelerin hasar görmesini 

engelleyerek; önemli fonksiyonları olduğunu göstermiştir. Eritrositlerde oksidatif 

strese karşı en etkili antioksidandır. Yaşlılarda ve Down Sendromlu hastalarda 

eritrosit GPx aktivitesi yüksek, prematürelerde düşük bulunmuştur. Lökosit GPx 

aktivitesi hipertansiyonlu hastalarda ve yaşlılarda yüksek bulunmuştur [63]. 

1.6. DNA Hasarı ve Komet Testi 

Kalıtsal bilginin nesilden nesile güvenilir bir şekilde aktarılabilmesi için DNA 

yapısının korunması büyük önem taşımaktadır. Hücre DNA’sında yapısal 

değişikliklere neden olan ya da DNA sarmalında kırılmalara yol açarak hasara neden 

olan ajanlara genel anlamıyla genotoksik madde veya genotoksik ajan adı 

verilmektedir [64]. Genetik materyalin moleküler mekanizmasında endojen veya 
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ekzojen etkenler sebebiyle meydana gelen değişiklikler “DNA Hasarı” olarak 

adlandırılmaktadır [65]. İnsersiyon ve delesyonlar, deaminasyon, metilasyonlar, 

oksidatif hasarlar, DNA replikasyonu sırasında meydana gelen replikasyon hataları 

endojen etkenler olarak sayılabilirler [66-69]. Karsinojen olmadığı halde hücre içinde 

okside olarak; karsinojenik hale gelen benzopren, guanin-sitozin bazları arasına 

girerek DNA’da heliks yapının bozulmasına neden olan ekzojen etkenlerden biridir. 

DNA hasarına neden olan ajanlar, arasında fındıkta bulunan alfatoksin, 

kemoterapötik ilaçlar ve ultraviyole ışınlar sayılabilir [66, 70]. 

Onarılabilen tek biyomolekül olması açısından DNA molekülü dinamik bir yapıya 

sahiptir. Telafisi olmayan DNA hasarları hücrenin apoptoz mekanizmalarını aktive 

ederek hücreyi ölüme götürür veya onarım mekanizmaları ile DNA hasarı giderilir 

[71, 72]. DNA’da oluşan hasar hücrede farklı yanıtlar oluşmasına neden olmaktadır. 

Hücrede meydana gelen hasara karşı kontrol mekanizmaları tarafından hasarlı DNA 

çıkarılarak DNA çift zincirinin doğru bir biçimde yapılandırılması, hücre döngüsü 

ilerlemesinin engellenmesiyle hasarlı kromozomların kalıtsal aktarımının önlenmesi, 

hücrede transkripsiyonel cevap oluşturularak hücrenin yararına olacak şekilde 

değişmesi sağlanabilir. Ciddi olarak hasar görmüş hücrelerde programlı hücre ölümü, 

apoptoz gerçekleşecek şekilde DNA hasarına önemli yanıtlar oluşturmaktadır [65, 

71, 73]. 

1970’den bu yana geliştirilerek uygulanmaya devam eden birçok genotoksisite testi 

bulunmaktadır [74]. DNA hasarının belirlenmesinde kullanılan birçok teknik, pahalı 

ve uzun çalışma süresi gerektirmesi nedeniyle ya da çalışma sonunda istenilen 

başarıya ulaşılamamasından dolayı tercih edilmemiştir [75, 76]. İlk defa 1984 yılında 

İsveçli bilim adamları Ostling ve Johanson tarafından geliştirilmiş “Comet Assay” 

veya “Tek Hücre Elektroforezi” olarak bilinen teknik; hızlı, oldukça kantitafif ve 

duyarlı bir yöntemdir [77]. Mikroskobik incelemelerde hasarlı DNA’ların “kuyruklu 

yıldız” şeklinde görülmesinden dolayı “Komet Metodu” olarak adlandırılmıştır [78]. 

1.7. Kan Dokusu 

Kan; canlıda iç ortamın dengesinin oluşturulmasında, besin maddelerinin, 

vitaminlerin, hormonların, antikorların, yağların ve minerallerin çözünmüş olarak ya 
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da taşıyıcı proteinler aracılığıyla vücutta taşınmasında, enfeksiyona neden olan 

mikroorganizmalara karşı vücuda bağışıklık kazandıran akışkan özelliğe sahip bağ 

dokusunun özelleşmiş bir tipidir [79]. 

Kan dokusu şekilli ve şekilsiz elemanlardan oluşur. Şekilsiz eleman plazma ve şekilli 

elemanlar olarak kan hücreleri bulunur. Kırmızı kan hücreleri olarak bilinen 

eritrositler, beyaz kan hücreleri olarak bilinen lökositler ve platelet olarak 

adlandırılan trombositler kan dokusunun şekilli elemanlarıdırlar [80]. 

Eritrositler; 7-8 µm çapında, 2,6 µm kenar kalınlığında ve 0,8 µm merkez kalınlığına 

sahip disk şeklindeki yapılardır. Nükleus bulundurmayan yapıları; maksimum 

seviyede oksijen bağlayarak dokulara taşıma ve karbondioksiti maksimum düzeyde 

dokudan uzaklaştırmak için özelleşmiştir. Yaşam süreleri yaklaşık 120 gündür. 

Kemik iliğinde, karaciğerde ve dalakta bulunan % 90 oranındaki büyük çoğunluğu 

makrofajlar tarafından fagosite edilirler [81]. Hemoglobin adı verilen molekül 

ağırlığı 68 dalton olan ve gaz taşınmasında görevli proteine sahiptirler [80]. 

Lökositler akyuvarlar olarak da bilinirler. Hemoglobin içermedikleri için renksiz 

olan bu hücreler yabancı maddeleri fagosite edebilme özelliğindeki kan dokusu 

elemanlarıdır. Hacim olarak eritrositlere göre daha büyüktürler. Kanda bulunan 

lökositlerin %20-25’ini tek çekirdekli lökositler olan lenfositler oluşturur. %4-6’sını 

kanın en büyük hücreleri olan monositler oluşturur. Nötrofil, eozinofil ve bazofil 

lökositlerin, çok parçalı çekirdekli yapılarıdırlar. Lökositlerin %70’ini nötrofil, %2-

4’ünü eozinofil ve %0,5’in bazofil oluşturur.  

Diğer bir kan dokusu elemanlarından trombositler; büyüklükleri ortalama 3 mikron 

kadar olan, 1 mm
3
 kanda yaklaşık 250-900 bin arasında bulunurlar ve kanın 

pıhtılaşmasında görev almaktadırlar [82]. 

Bu çalışmada; LPS’nin sıçan kanında sebep olabileceği sitotoksik etkisi üzerine birer 

antioksidan olan VE ve SS’in koruyucu rolünün olup olmadığı araştırılmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Hayvanlar 

Bu çalışma, Erciyes Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nden (HAYDEK) (16/133) etik kurul onayı ile gerçekleştirilmiştir. 

Araştırmada erkek Wistar türü sıçanlar kullanılmıştır (yaklaşık 300-320 gr ağırlık). 

Hayvanlar, her kafeste 7 hayvan olacak şekilde kafeslere yerleştirilmiştir. Toplamda 

8 grup oluşturulmuştur. Standart laboratuvar diyeti ve su ile beslenen hayvanlara 22-

30 
◦
C oda sıcaklığında, karanlık/aydınlık (12 saat/12 saat) ışık periyodu 

uygulanmıştır. Uygulama yapılmadan 10 gün önce hayvanlar karantina altına 

alınmışlardır. 

2.2. Kimyasallar 

Deneyde hayvanlara 3 madde verilmiştir. Bunlar; 

- Lipopolisakkarit (LPS) 

- Sodyum selenit (SS) 

- Vitamin E (VE) 

Uygulanan kimyasal maddeler LPS ve SS Sigma, VE ise Merck adlı firmadan temin 

edilmiştir. VE mısır yağında, SS ve LPS su içinde çözülerek hayvanlara 

uygulanmıştır. 

2.3. Hayvanlara uygulama planı 

Sıçanlar, kontrol gurubu (n=7) ve uygulama gurubu (n=49) olarak ikiye ayrılmıştır. 

Deneyde oluşturulan guruplardaki her bir hayvana uygulanan madde miktarları Tablo 

1’de verilmiştir. Deneyde oluşturulan 8 grup; 

1. Grup: Kontrol grubu 

2. Grup: SS uygulanan grup 
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3. Grup: VE uygulanan grup 

4. Grup: SS+VE uygulanan grup 

5. Grup: LPS uygulanan grup 

6. Grup: LPS+SS uygulanan grup 

7. Grup: LPS+VE uygulanan grup 

8. Grup: LPS+SS+VE uygulanan grup 
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Tablo 2.1. Deneyde oluşturulan gruplar ve uygulanan madde miktarları 

Grup 

No 

Gruplar Hayvan 

Sayısı 

Uygulanan Madde 

Miktarı 

Uygulama 

Süresi 

1 
Kontrol  7 - 

6
 s

aa
t 

2 
SS 7 0.35 mg/kg v.a 

3 
VE  7 200 mg/kg v.a VE 

4 
SS+VE 7 0.35 mg/kg v.a SS  

200 mg/kg v.a VE 

5 
LPS  7 10 mg/kg v.a 

6 
LPS+SS 7 10 mg/kg v.a LPS 

0.35 mg/kg v.a SS 

7 
LPS+VE  7 10 mg/kg v.a LPS 

200 mg/kg v.a VE 

8 
LPS+SS+VE 7 10 mg/kg v.a LPS 

0.35 mg/kg v.a SS 

200 mg/kg v.a VE 
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2.3.1 Kontrol Grubu 

Kimyasal madde uygulanmamış olan gruptur. 

2.3.2 SS ile Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana, suda çözülerek oral gavaj yoluyla; 0.35 mg/kg v.a SS verilmiştir. 

2.3.3 VE ile Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana, mısır yağında çözülerek oral gavaj yoluyla; 200 mg/kg v.a (vücut 

ağırlığı) VE verilmiştir. 

2.3.4 SS+VE ile Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana, 200 mg/kg v.a VE mısır yağında; 0.35 mg/kg v.a SS suda 

çözülerek; oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.5 LPS ile Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana intraperitonal olarak; 10 mg/kg v.a LPS suda çözülerek 

uygulanmıştır. 

2.3.6 LPS+SS ile Muamele Edilen Grup 

Her bir rata intraperitonal (i.p) olarak; suda çözülerek 10 mg/kg v.a LPS, suda 

çözülerek, 0.35 mg/kg v.a SS oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.7 LPS+VE ile Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana suda çözülerek intraperitonal olarak, 10 mg/kg v.a LPS; mısır 

yağında çözülerek 200 mg/kg v.a Vitamin E, oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.8 LPS+SS+VE Muamele Edilen Grup 

Her bir hayvana 10 mg/kg v.a LPS, suda çözülerek intraperitonal olarak; 200 mg/kg 

v.a VE, mısır yağında çözülerek ve 0.35 mg/kg v.a SS, suda çözülerek oral gavaj 

yoluyla verilmiştir.  
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2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

2.4.1. Süperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Aktivite tayini için Marklund ve Marklund’un [83] yöntemi kullanılmıştır. SOD 

enzim aktivite tayini için 4 
o
C’de 1000 rpm’de 10 dk süpernatantlar santrifüj 

edilmiştir. İçerisinde Tris-EDTA tamponu bulunan küvetlere farklı hacimlerde 

süpernatant eklenmiş ve sonrasında enzim kaynağı ilave edilmiştir. Elde edilen 

karışımlara pyrogallol konulmuş ve 440 nm spektrofotometrede absorbans ölçümü 

yapılmıştır. Hesaplamalar yapıldıktan sonra kan hücreleri için U/mg Hb ve U/mg 

protein olarak aktivite belirlenmiştir. 

2.4.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Aktivite, Aebi [84] metodu ile tayin edilmiştir. CAT enzim aktivitesinin tayini için 

süpernatantlar 1000 rpm de 10 dakika 4
◦
C’de santrifüj edilmiştir. Öncelikli olarak 

peroksizomlardaki CAT’ı açığa çıkarmak için süpernatanta Triton X-100 eklenmiştir. 

Sonrasında H2O2 eklenmiş ve 240 nm’deki absorbans değeri ölçülmüştür. 

Hesaplamalardan sonra enzim aktivitesi kan hücreleri için U/mg Hb ve U/mg protein 

birimiyle verilmiştir. 

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

GPx enzim aktivitesinin belirlenmesi için Paglia ve Valentine [85]’nın yöntemi 

uygulanmıştır. 4 
o
C’de 16.000 rpm’de 20 dakika süpernatantlar santrifüj edilmiştir. 

Bu yöntem, GR’nin 340 nm’de nikotinamid-adenin-dinükleotid hidrojen fosfat’ı 

(NADPH) oksitlemesiyle oluşan absorbansın ölçülme prensibine dayanmaktadır. 

NADPH’ın Nikotinamid-adenin-dinükleotid fosfat (NADP)’a yükseltgenmesi 340 

nm’de absorbansın azalmasına neden olur. GPx aktivitesinin tayininde dolaylı olarak 

kullanılmıştır. Elde edilen karışımın üzerine H2O2 eklenerek reaksiyon başlatılmış ve 

340 nm’de 3 dakika boyunca oluşan absorbanslar okunmuştur. Enzim aktivite 

sonuçları kan hücreleri için U/mg Hb ve U/mg protein olarak verilmiştir. 
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2.5. Malondialdehit Miktarının Belirlenmesi 

Ohkawa ve arkadaşlarının [86] metodu kullanılarak MDA miktarının belirlenmesi 

için süpernatantlar, 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen karışıma 

tiyobarbitürik asit (TBA) eklenerek oluşan reaksiyon sonucunda lipit 

peroksidasyonunun son ürünü olan MDA’nın spektrofotometrede 532 nm’de 

absorbans değeri ölçülmüştür. Sonuçlar kan hücreleri için nmol/Hb ve nmol/protein 

olarak verilmiştir. 

2.6. Komet Testi İle DNA Hasarının Belirlenmesi 

%1’lik yüksek erime dereceli agar mikrodalga fırında ısıtılarak sıvı hale getirilmiştir. 

Rodajlı lamlar, sıvı agara batırılıp oda sıcaklığında bir gün kurumaya bırakılmıştır. 

Heparinli, steril ve vakumlu tüplere alınan kan numunesinden; içerisinde 1000 μl 

RPMI-1640 besiyeri bulunan ependrof tüp içerisine 15 μl eklenmiştir. 2000 rpm’de 5 

dk santrifüj edilmiş elde edilen pellet üzerine 80 μl % 0.65’lik agaroz eklenerek 

pipetleme yapılmıştır. Elde edilen karışımdan 75 μl alınarak bir gün önce hazırlanmış 

olan lamlar üzerine dökülmüş ve üzeri kapatılarak +4 °C’de 30 dk inkübasyona 

bırakılmıştır. Preparatlar 90 dk çözündürme solüsyonunda bekletilmiş, 40 dk dilue 

elektroforez içerisinde bırakılmış ve daha sonra 200 Volt’ta 4 dk yürütülmüştür. 

Yürütme işleminin bitmesiyle 5’er dk üç kez dH2O’da bekletilerek kurumaya 

bırakılmıştır. Kuruyan preparatlar 80 μl etidyum bromür ile boyanmış ve 

mikroskobik incelemeye hazır hale getirilmiştir. 

2.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

Tezde verilen istatistiksel analizlerin tamamı Windows SPSS 11.5 bilgisayar 

programında tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi ile yapılmıştır. 

P<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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3. BULGULAR 

3.1. Biyokimyasal Bulgular 

3.1.1. Enzim Aktivitelerinin Değerlendirilmesi 

6 saatin sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarının eritrosit ve lökositlerinden 

elde edilen biyokimyasal sonuçlar karşılaştırılmıştır. Kontrol grubu ile SS, VE ve 

SS+VE uygulanan gruplar karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak bir fark olmadığı 

belirlenmiştir. LPS, LPS+SS, LPS+VE ve LPS+SS+VE uygulanan gruplarda eritrosit 

ve lökositlerde enzim aktivite değerlendirmelerinde anlamlı değişimeler tespit 

edilmiştir (P<0.05). LPS ile muamele edilen grubun SOD, CAT ve GPx 

aktivitelerinde düşüş olduğu tespit edilirken, LPS+SS, LPS+VEve LPS+SS+VE 

uygulanan grupların antioksidan enzim aktivitelerinde LPS ile muamele edilen gruba 

göre artış olduğu belirlenmiştir. Antioksidan enzim aktivite değişim grafikleri şekil 

3.1-8’de verilmiştir. 

 

Şekil 3.1. Kontrol grubu ve uygulama gruplarının eritrositlerinde SOD aktivitelerinin 

karşılaştırılması. 
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Şekil 3.2. Kontrol grubu ve uygulama gruplarının lökositlerinde SOD aktivitelerinin 

karşılaştırılması. 

 

Şekil 3.3. Eritrositlerde CAT enzim aktivitelerinin kontrol ve uygulama grupları 

arasında karşılaştırılması. 
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Şekil 3.4. Lökositlerde CAT enzim aktivitelerinin kontrol grubu ve uygulama 

grupları arasında karşılaştırılması. 
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Şekil 3.5. Eritrositlerde GPx enzim aktivitelerinin kontrol grubu ve uygulama 

grupları arasında karşılaştırılması. 

 

Şekil 3.6. Lökositlerde kontrol ve uygulama gruplarında GPx enzim aktivitesinin 

karşılaştırılması. 

3.1.2. MDA Miktarının Değerlendirilmesi 

Kan dokusu elemanlarından eritrosit ve lökositlerin MDA düzeyinin belirlenmesinde 

elde edilen sonuçlar Şekil 3.7 ve Şekil 3.8’de gösterilmiştir. LPS uygulanan gruplar 

ile kontrol grubu, SS, VE ve SS+VE uygulanan gruplar incelendiğinde, MDA 

seviyesinde anlamlı artışlar olduğu gözlenmiştir. Ancak LPS+SS ve LPS+VE 
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uygulanan gruplarda LPS uygulanan gruba kıyasla MDA seviyesinde anlamlı bir 

azalma meydana geldiği belirlenmiştir. LPS+SS+VE uygulanan grup LPS+SS ve 

LPS+VE uygulanan gruplarla kıyaslandığında MDA düzeyinde istatistiksel olarak 

bir azalma olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.7. Eritrositlerde MDA seviyelerinin kontrol grubu ve uygulama grupları 

arasında karşılaştırılması. 

 

 

Şekil 3.8. Lökositlerde MDA düzeylerinin kontrol grubu ve uygulama grupları 

arasında karşılaştırılması 
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3.2. Komet analizi 

Kan dokusunda DNA hasar tespitini belirlemek için kullandığımız kontrol grubu ve 

uygulama gruplarına ait DNA kuyruk yüzdesi, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti 

değerleri Tablo 3.1’de verilmiştir. Komet testinde kontrol grubu ve SS, VE ve 

SS+VE uygulanan gruplar karşılaştırıldığında DNA hasarı olmadığı tespit edilmiştir. 

LPS ile muamele edilen grupta kontrol grubuna kıyasla kuyruk oluşumu belirgin 

olarak gözlenmiş ve DNA hasarı tespit edilmiştir. LPS uygulamasının DNA hasarını 

arttırmasına karşın VE ve SS uygulamasının hasarı azalttığı kaydedilmiştir. 

LPS+VE+SS uygulanan grupta LPS+VE ve LPS+SS ile muamele edilen gruplara 

göre DNA hasarı istatistiksel olarak azalmıştır (Şekil 3.9). 
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Tablo 3.1. Kan dokusunda kontrol ve uygulama gruplarında DNA hasarının (±SD) 

% DNA, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momentinin ortalama değerleri 

Gruplar Kuyruk DNA % 

±SD 

Kuyruk Uzunluğu 

±SD 

Kuyruk Momenti 

±SD 

Kontrol 35.12 ±1.42
a
 15.20±5.14

a
 5.33±0.07

a
 

SS 40.25±8.32
a
 19.32±2.5

a
 7.77±0.20

a
 

VE 38.54±2.48
a
 17.65±0.15

a
 6.8±0.03

a
 

SS + VE 40.85±4.23
a
 18.25±6.52

a
 7.45 ±0.27

a
 

LPS 112.14±11.23
b
 78.53±23.15

b
 88.06±2.59

b
 

LPS+SS 79.03±12.32
c
 41.75±18.36

c
 32.99±2.26

c
 

LPS+VE 76.24±25.12
c
 42.36±12.85

c
 32.29±3.22

c
 

LPS+SS+VE 56.35±9.23
d
 25.32±2.65

d
 14.26±0.24

d
 

 

  



22 

 

  

  

  

Şekil 3.9. Kontrol grubu ve uygulama gruplarının kan dokusunda meydana gelen 

DNA hasarı. Kontrol grubu (A), VE, SS ve VE+SS ile muamele edilen gruplar (B), 

LPS uygulanan grup (C), LPS+SS ile muamele edilen grup (D), LPS+VE ile 

muamele edilen grup (E), LPS+VE+SS uygulanan grup (F). 

  

A B 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

LPS, gram negatif bakteriler için hayati önem taşıyan bütünleyici bir hücre duvarı 

bileşenidir. LPS, gram negatif bakterilerin öldürüldüğü veya bölündüğü zaman 

meydana gelmekte olup biyolojik mekanizmalar ile çok iyi tanımlanmıştır [87-90]. 

Yapılan bir çalışmada Bilgin [91], LPS ile stimüle edilmiş hücre hasarında 

melatonin’in, doku lipid peroksidasyonu ile böbrek ve karaciğer dokusu NF-κB 

ekspresyonu üzerindeki etkilerini araştırmıştır. LPS ile indüklenmiş hücre hasarında, 

melatonin verilmesinin lipid peroksidasyonu ve NF-κB ekspresyonu üzerinde 

düşürücü etkisi olduğu belirlenmiştir. Konak immün sistemin cevabına ve antibiyotik 

uygulamanın etkisine bağlı olarak, yoğun miktarda bakteriyel sızması, konakçının 

dolaşımına girmesiyle enflamatuar mediatörlerin monositler ve makrofajlar gibi 

hedef hücreleri uyarmasıyla iltihaplanma meydana geldiği tespit edilmiştir [92-95]. 

Bu çalışmada LPS, O55:B5 serotipli E. coli'den elde edilmiş olup 10 mg/kg olarak 

uygulama gruplarına verilmiştir. Koruyucu olarak SS ve/veya VE verilmiştir. MDA 

seviyesi, antioksidan enzim aktiviteleri spektrofotometreyle ve DNA yapısındaki 

değişimler komet yöntemi ile belirlenmiştir. Belirlenen dozlar sıçanlara verildikten 6 

saat sonra sıçanlar sakrifiye edilmiş olup deney süresince sıçanların hiçbiri 

ölmemiştir.  

SOD, süperoksit anyonu moleküler oksijen dönüşümünün reaksiyonunu katalize 

eder. Organizmada serbest radikallere karşı ilk savunma sistemidir [96]. Hücre 

içindeki peroksizomlarda bulunan CAT, hidrojen peroksitin suya ve moleküler 

oksijene reaksiyonunu katalize eder [97]. GPx, bir hidrojen peroksit veya organik 

peroksit substratı olan bir hidroperoksidazdır. GPx, lipit peroksitleri ve hemoglobini 

eritrositlerde ve diğer dokularda indirgeyici glutatyon olarak kullanarak hidrojen 

peroksit ve lipit peroksitlerin parçalanmasında rol oynayan peroksitlerin 

oksidasyonundan korur [9]. 

Eritrositler önemli radikal havuzlardır. Hidrojen peroksidasyon detoksifikasyonu için 

GPx, CAT, Vitamin A, E, C gibi hücreler arası antioksidan savunma sistemleri ve 

süperoksit iyon radikallerinin dağılması için SOD, bloke ettiklerinden daha az toksik 

hidroksil radikalleri oluşturmak için aktive edilmektedir. Bu çalışmada, sıçanlar 6 



24 

 

saat süreyle LPS ile muamele edilmiştir. LPS uygulamasının ardından, kontrol 

grubuna kıyasla LPS uygulanan grupta, istatistiksel olarak anlamlı seviyede SOD, 

CAT, GPx enzim aktivitesinde düşüş MDA seviyesinde artış gözlemlenmiştir. 

LPS+SS+VE grubuna ait MDA seviyeleri ve antioksidan enzim aktiviteleri 

incelendiğinde, LPS, LPS+SS ve/veya VE uygulanan gruplara kıyasla, SOD, CAT, 

GPx aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamlı seviyede arttığı ve MDA seviyesinin 

azaldığı tespit edilmiştir. 

Bazı araştırmacılar, kimyasalların in vitro sitotoksik etkilerinin DNA çift sarmal 

kırıklarının oluşumundan sorumlu olduğunu bildirmişlerdir [98, 99]. Giri ve ark. 

[100], kromozomal anormalliklerin, kimyasalların alkillenme özelliklerinden ortaya 

çıktığı ve bu alkillenmenin DNA hasarına sebep olduğunu raporlamışlardır. 

Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitesinin, moleküler yapılarında alkil ve fosforil 

gruplarını taşıyan elektrofilik kısmın nükleofilik bölümüne bağlanma 

kabiliyetlerinden dolayı olabileceği belirtilmiştir [101]. Serbest radikaller, DNA 

yapısındaki deoksiriboz fosfat iskeletine, pürin ve pirimidin bazlarının spesifik 

modifikasyonuna ve DNA-protein çapraz bağlanmasına zarar verir [102, 103]. 

Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu, baz salınımını ve DNA zinciri kırılmalarını 

indüklerken oksidatif baz modifikasyonları mutasyonlara yol açabilir [104, 105]. 

Çeşitli çalışmalar, süperoksit anyonunun ve onun dismutasyonunun oluşturduğu 

hidrojen peroksitin, doğrudan DNA’ya bağlanması yoluyla baz oksidasyonuna ve 

zincir kırılmalarına yol açmadığını, ancak geçiş metal iyonlarının varlığında Fenton 

reaksiyonu, hidroksil radikalinin daha aktif olduğunu göstermiştir [106, 107]. Hasar 

görmemiş DNA'lar komet analizlerinde bütünlüklerini devam ettirirken, hasar 

görmüş DNA parçaları, elektriksel alanda farklı hızlarda hareket etmektedir, çünkü 

ortaya çıkan hasar nedeniyle farklı moleküler ağırlıktaki DNA parçaları kuyruk 

şeklinde bir görüntü oluşturmaktadır. Bu çalışmada elde edilen DNA görüntüleri, 

LPS hasarının derecesini belirlemek için değerlendirilmiştir. LPS grubu ve kontrol 

grubu 6 saatin sonunda karşılaştırıldığında, LPS ile muamele edilen gruptaki 

sıçanların kan dokularında kuyruk % DNA’sı, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti 

ölçümlerinde anlamlı bir artış olduğu belirlenmiştir. Enzimatik olmayan 

antioksidanlardan SS ve VE'nin LPS kaynaklı toksik etkilere karşı kan doku 

hücreleri üzerinde koruyucu olduğu belirlenmiştir. 
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Artan sepsis mortalitesi, her yıl vaka sayısındaki artış ve preklinik/klinik 

araştırmaların başarısızlıkla sonuçlanması modern tıbbı sorgulamaya devam 

etmektedir. Mevcut düzeyin üzerindeki oranları azaltmak için sistemik inflamatuar 

yanıt sendromu olan sepsis üzerine yapılacak araştırmalara ihtiyaç vardır. Bu 

çalışmada SS ve VE, LPS'ye karşı deneysel sepsis ile insan kanındaki oksidatif stres 

parametreleri ve sitokinler üzerindeki etkileri araştırılmış ve karşılaştırılmış, sonraki 

yapılacak çalışmalar için ışık tutmuştur. Çalışmalarda, sepsis kaynaklı kan 

dokusunda SS ve VE kombinasyonunun, E.coli süspansiyonuna karşı tek başına 

olmalarından daha başarılı olduğu görülmüştür. Buna rağmen, septik enfeksiyonlara 

yönelik zararların antioksidanlar ve kombinasyonlarıyla birlikte önleyici etkisini 

değerlendirmek için daha fazla çalışma yapılmalı ve böylece ölümler azaltılmalıdır. 
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