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OZET

Lipopolisakkarit (LPS), akut enflamasyona neden olan ve insan sagligimi tehdit eden
gram (-) bakterilerden elde edilir. Gram (-) bakterilerinin hiicre duvar yapisinin bir
bileseni olan LPS saflastirilmis glikolipit yapisina sahiptir. Bu ¢alismada sicanlarin
kan dokusunda LPS’nin vitamin E (VE) ve/veya sodyum selenit (SS) ile DNA’da
meydana getirdigi yapisal degisimlerin belirlenmesi ve antioksidan enzim
aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Yapilan calismada siganlar kontrol
grubu ve uygulama gruplarina gore toplamda sekiz gruba ayrildi: 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
yapisal degisiklikler 6 saat sonunda kontrol grubu ile karsilastirilmistir. LPS’nin
sigan eritrositlerinde ve l6kositlerinde antioksidan enzim aktivitelerini azalttig1 ve
komet testi sonuclarina goére de DNA hasarina neden oldugu tespit edilmistir. VE ve
SS’in enzim aktivite testlerinde ve DNA hasar1 tespitinde LPS kaynakli hasari

eritrosit ve 1okositlerde azaltmistir. Sonug olarak, VE ve SS’in birlikte uygulanmasi



LPS kaynakli kan toksisitesine karsi koruyucu oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle

LPS’ye bagh toksisiteyi azaltmak icin yiyecek veya icecekler VE ve SS igermelidir.

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/Kkg),
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-

Vv



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

LPS : Lipopolisakkarit

SS : Sodyum Selenit

VE > Vitamin E

Gram (-) : Gram Negatif

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

SOD - Stiperoksit Dismutaz

CAT : Katalaz

MDA : Malondialdehit

GPx - Glutatyon Peroksidaz

ROT - Reaktif Oksijen Tiirleri

TNF-a : Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

NADP : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
NADPH : Nikotinamid Adenin Dintikleotid Hidrojen Fosfat



1. GIRIS

Mikroorganizmalarin toksinleri ve bazi antijenik yapilar1 bir baska organizmanin
yapisinda inflamasyona neden olabilmektedir. Gram (-) bakterilerin hiicre duvar
yapisinin bir bileseni olan ve ‘endotoksin’ olarak da adlandirilan lipopolisakkarit
(LPS) saflastirllmis glikolipit yapisina sahiptir. LPS’nin toksisiteden sorumlu olan
bolimii Lipit A’dir ve toksisitesi sebebiyle lizerinde en ¢ok arastirma yapilan
toksindir [1-5]. LPS’nin neden oldugu doku hasarlari, ileri boyutta organ hasarlari,
genellikle reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve azot tlirevlerinin olusumu ile
iliskilendirilir. LPS etkisiyle olusan bu reaktif tiirler, lipit peroksidasyonuna, DNA
mutasyonlarina yol acarak proteinleri inaktive edebilirler [6, 7]. Savunma sisteminin
yeterli olmadigir durumlarda ROT ve antioksidanlar arasindaki denge tehlikeye girer
ve doku hasarlarina neden olur [8]. Antioksidan savunma sistemleri, ROT olusumunu

ve meydana getirdigi hasar1 6nleyen sistemlerdir [9].

Canlinin dolagiminda bakteri bulunmasina bakteriyemi, enfeksiyonun sistemik hale
gegmesine ise sepsis adi verilir. Gram (-) bakterilerde bir hiicre duvari yapisi olan
LPS, endotoksin olarak da isimlendirilir. Endotoksinin dolasimda bulunmasi
durumuna endotoksemi adi verilmektedir. LPS immiinolojide tanimlanan en iyi
antijendir. Dolagimda belirli miktarda bulunmasi durumunda savunma hiicrelerince
yangisal cevap tetiklenir. Ozellikle makrofaj ve monositler tarafindan ilk cevap
olarak tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve interlokin-lbeta (IL-1B) gibi
proinflamatuar sitokinler salinir. Hiicreler tarafindan salinan TNF-o’nin doku hasari,
hipotansiyon ve organ yetmezligine neden oldugu bildirilmistir [10-12]. TNF 16kosit
yiizeyindeki adhezyon molekiillerini aktive ederek nétrofillerin endotel hiicrelerine
yapismasini saglar ve degraniilasyon sonucu agiga ¢ikan proteazlar toksik oksijen

radikalleri endotel hiicresinin zedelenmesine yol agmaktadir [11].



1.1.Vitamin E

Giglii ve dogal bir antioksidan olan vitamin E (VE)’nin biyolojik fonksiyonu; hiicre
bilesenlerini serbest radikallerin oksidasyonundan korumaktir. Ozellikle badem,
pamuk, yer fistif1 gibi bitkilerin yaglarinda bol miktarda bulunur [13]. Insanda
hemen hemen tiim dokularda bulunmasina ragmen yag doku, plazma ve karacigerde
daha yogundur [14, 15]. Zar fosfolipitlerinin yapisindaki doymamis yag asitlerini
doyurarak, hiicre i¢i zarlarin metabolizmasini ve zar yapisini bozan peroksit
radikallerin olusumunu o6nlemektedir [16, 17]. Hiicre ve organellerin membran
lipitleri tizerindeki etkisi sebebiyle oksidatif hasara karsi bir savunma hatti
olusturarak membran stabilitesini saglamaktadir [18]. DNA sentezinde yer alma,
kanseri onleme, B lenfositlerini uyarma ve immunoglobulin sentezini arttirma [19],
A vitamininin bagirsaktan emilimini ve dokulardaki diizeyini arttirma VE’nin diger

islevleri arasinda yer almaktadir [20].

VE, 200 °C’ye kadar 1siya, asidik bir etkiye ve alkalilere karsi dayanikli olup
ultraviyole 1sinlar1 karsisinda kolayca bozulan ve oksitlenme ile biyolojik etkisini

kaybeden bir yapiya sahiptir [21, 22].

Serbest radikallerin kanser tetikleyici etkisi oldugu [23] ve VE’nin antimutajenik,
antikarsinojenik ve antiklastojenik etkilerinin oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarla

gosterilmistir [24].

Birgok canli i¢in agir metallerin hasara neden oldugu ve olusan toksisitede serbest
radikallerin temizlenmesinde etkili rol alan VE ile azaltildig1 yapilan bir¢cok ¢aligma
ile gosterilmistir [25-27]. VE yliiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Eritrosit
membranlart ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasarak en yliksek oksijen
kismi basincina ulasir [28]. Insan eritrositlerinin in vitro ortamda hidrojen peroksit
(H202) ile hemolizini &nleyen VE’nin eritrositlerin  H,O2’ye duyarliliginin

Ol¢iilmesiyle tespit edilmstir [29].

Yapilan ¢aligmalarda VE eksikligine bagl olarak periferal sinir yaralanmasi olan
ratlarda dejeneratif degisiklikler oldugu ve aksonal rejenerasyonun azaldigi ortaya

konulmustur [30, 31].



1.2. Sodyum Selenit

Sodyum selenit (SS) canli organizmalar i¢in antioksidan Ozellikte esansiyel bir iz
elementtir [32-34]. Selenyum olarakta bilinen SS, 1817 yilinda Jon Berzetius
tarafindan siilfirik asit liretimi sirasinda siilfiirdioksidin oksidasyonunda ag¢iga ¢ikan
kalintilardan kesfedilen bir elementtir. Dogada kirmizi kristaller, camsi kolloidler ve
hekzagonal yapida bulunur [35]. Hiicrelerde, antigenotoksik ve antimutajenik
ozellikleri nedeniyle ROT larin birikim riskini azaltan ve hiicre i¢i redoks dengesini
koruyan biyolojik giivenlik agisindan 6nemli bir antioksidandir [36]. Bazi ¢aligmalar,
insanlarda antioksidan kapasiteyi arttirict faaliyetleri sebebiyle; kanser ve
kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 gibi birgok hastaliklara karsi koruyucu oldugunu

ortaya koymuslardir [36-39].

Viicuttaki toplam miktar1 10-20 mg arasinda degisen selenyum, insan viicudunda
bliylik miktart kas dokusunda, eritrositler, trombositler ve bagisiklik sistemi

hiicrelerinde olmak iizere yiiksek oranda bulunmaktadir [40].

Orta dereceli selenyum eksikligi; Alzheimer, Parkinson gibi norolojik hastaliklara,
enfeksiyon artis1 ve kanser riskine, tiroid fonksiyonlarinda azalmalara yol acabilir.
Bu durum insan sagligi ile yakindan iliskili bir mineral oldugunu ortaya koymaktadir
[41]. Selenyumun uzun siireli eksikliginde ise tim viicut dokularinda glutatyon
peroksidazin (GPXx) aktivitesinin azaldigi gorilmistiir. Enzimin aktivitesi kandaki
selenyum seviyesi ile orantilidir [25]. SS; GPx i¢in 6nemli bir bilesendir. GPx
enzimi, SS aracilig1 ile tehlike olusturabilecek olan H,O,’ye karsi yag asidi
hidroperoksitlerinin ~ yikilmasin1  saglar. SS antioksidaninin bu peroksitlerin

olusumunu durdurucu etkisine GPx yardimeci olur [42, 43].
1.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; canli organizmada hiicre digt matriksin yapisin1 ve biyolojik
membranlar1 parcalayan, DNA hasarina neden olarak hiicre de genetik yap1 ve
fonksiyon bozulmalarin1 olusturan oksidanlara karst antioksidan kapasitenin

azalmasidir [44, 45].



Oksidatif stres tabii bir siiregtir, oksijene gereksinimi olan tim canli yapilarinda
cesitli durumlarda olugmaktadir. Organizmanin biyolojik sistemleri bu stresi
denetleyen 06zel mekanizmalar icermektedir. Kontrol mekanizmalarinin etkili

olmadig1 durumlarda oksidatif hasar ortaya ¢ikmaktadir[46].

Serbest radikaller; son yoriingelerinde eslesmemis elektrona sahip kararsiz, molekiil
agirhiklart diisik ve kisa Omiirli molekiillerdir [47]. Oksidatif stres, serbest
radikallerin tretimi ve vicudun antioksidan savunma mekanizmalari arasindaki

dengesizlik olarak da tanimlanabilir [48].
1.4. Malondialdehit (MDA)

Serbest oksijen gruplarmin dokularda meydana getirdigi hasarin ve lipit
peroksidasyonu siddetinin derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan kriterlerden biri
MDA seviyesinin belirlenmesidir. MDA, yag asidi oksidasyonunun niceliksel ya da
0zel bir gostergesi degildir. Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan MDA, kan
plazmasinda kolaylikla tanimlanabilmekte ve oksidatif stres Ol¢limlerinde de
kullanilmaktadir. Ayrica plazmada kolay c¢oziilebilir olmast MDA’y idrarda da
goriilebilir kilmaktadir [9].

MDA, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmalarina ve polimerizasyonuna neden
oldugundan dolayr iyon transportu ve hiicre yiizeyindeki spesifik yapilarin
kiimelesmesi gibi i¢ membranin bazi 6zelliklerini olumsuz etkilemektedir. MDA, bu

ozelliklerinden dolay1 karsinojenik, genotoksik ve mutajenik bir bilesiktir [9, 49].
1.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar; canli hiicrelerde oksidasyon sonucu olusan aktif oksijenleri tutarak
ya da olusumlarin1 engelleyerek hiicresel diizeyde meydana gelebilecek zararlari
Onleyen, dejeneratif hastaliklarin = olusumunu durduran maddelerdir [50].
Antioksidanlarin; zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonlarim
engelleyici etkileri en 6nemli etkilerinden biridir. Antioksidanlarin niikleik asitleri,
proteinleri, lipitleri ve diger hedef makromolekiilleri koruyucu etkileri bulunmaktadir

[51, 52].



Antioksidanlarin  serbest oksijen radikallerine etkileri dort farkli sekilde

siiflandirilmaktadir [53].

1. Toplayici etkileri ile radikalleri tutarak daha zayif 6zellikte yeni bir molekiile

doniistiiriirler.

2. Bastirict etkileri ile radikallerle etkilesime girer ve hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltir veya inaktive ederler.
3. Zincir kiricr etkileri ile radikallerin fonksiyonlarini engelleyici etki gosterirler.

4. Onaric etkileri ile serbest radikallerin canli yapisinda olusturduklari hasari onarici

etki gosterirler.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve GPx serbest oksijen radikallerinin
etkilerine kars1 biyolojik sistemlerin temel antioksidan enzimleridir [8]. Aerobik

organizmalar oksijen toksisitesinden bu énemli li¢ enzim yardimiyla korunmaktadir

[54].

1.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

17-85 kDa molekiil agirliginda metaloenzim olan siiperoksit anyon radikallerinin
dismutasyonu sonucunda molekiiler oksijeni hidrojen peroksite katalize eden, tim
hiicrelerde oksijenin zararli etkilerine karst 6nemli bir savunma etkeni olan ve
katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir [55]. SOD enziminin antioksidan
ozelligi ilk kez 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich’in yaptig1 arastirmalar sonucu
anlasilmistir [56]. Oksidasyon reaksiyonunda, metabolizma iriinii olan toksik
stiperoksit anyonunun ¢ok hizli olarak daha zararsiz olan H,;0;’ye doniisiimiinii
katalize eder. Bu ters degisim reaksiyonunda, siiperoksit radikalinin anyon ve katyon
formlar1 ayn1 oranda bulunmakta ve pH: 4.8’de kendiliginden gergeklesmektedir.
Ancak pH degeri 7.35-7.45 arasinda iken reaksiyon ¢ok daha yavas olmaktadir. SOD
enziminin ortamda bulunmasi durumunda ve pH en az 7.4 kosullarinda ters degisim

reaksiyonu dort kat hizli gergeklesmektedir [57].



1.5.2.Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) enzimi 1937 yilinda sigir karacigerinden Sumner ve Dounce
tarafindan izole edilmis ve yaklagik 240 kDa molekiil agirhigindadir. Aktif kisminda
dért tane Fe™ bulunduran, her biri feriprotoporfirin grup olan dért benzer alt birim
igeren bir hemoproteindir. Oksidatif stres tarafindan diizenlenen bu enzim en fazla

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

CAT enzimi, SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile biyolojik sistemleri
H,02:nin zararl etkilerine karsi korumak i¢in su ve molekiiler oksijene pargalar [51,
61]. Ortamdaki H;O, konsantrasyonunun c¢ok fazla arttigi durumlarda CAT
enziminin aktivitesi belirgin olarak artmaktadir. H,O;’yi substrat olarak kullanan
enzimler (GPx gibi) H,O, konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda devreye

girerek H,0,’yi ortamdan uzaklagtirirlar [62].

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Birbirinin aynis1 dort alt birimden olusan tetramerik bir enzim olan GPx ilk kez 1957
yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Selenoenzim

olarakta adlandirilan GPx enziminde her bir alt birim bir tane selenyum atomu igerir

[9].

GPx, hiicrede bulunan diger antioksidanlarla birlikte, solunum patlamasi sirasinda
serbest radikalleri engelleyici etkisiyle fagositik hiicrelerin hasar gdérmesini
engelleyerek; onemli fonksiyonlar1 oldugunu goéstermistir. Eritrositlerde oksidatif
strese karsi en etkili antioksidandir. Yaslilarda ve Down Sendromlu hastalarda
eritrosit GPx aktivitesi yiiksek, prematiirelerde diisiik bulunmustur. Lokosit GPx

aktivitesi hipertansiyonlu hastalarda ve yaslilarda yiiksek bulunmustur [63].
1.6. DNA Hasari ve Komet Testi

Kalitsal bilginin nesilden nesile giivenilir bir sekilde aktarilabilmesi igin DNA
yapisinin  korunmasi biiylik Onem tasimaktadir. Hiicre DNA’sinda yapisal
degisikliklere neden olan ya da DNA sarmalinda kirilmalara yol acarak hasara neden
olan ajanlara genel anlamiyla genotoksik madde veya genotoksik ajan adi

verilmektedir [64]. Genetik materyalin molekiiler mekanizmasinda endojen veya
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ekzojen etkenler sebebiyle meydana gelen degisiklikler “DNA Hasar1” olarak
adlandirilmaktadir [65]. Insersiyon ve delesyonlar, deaminasyon, metilasyonlar,
oksidatif hasarlar, DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen replikasyon hatalari
endojen etkenler olarak sayilabilirler [66-69]. Karsinojen olmadig1 halde hiicre i¢inde
okside olarak; karsinojenik hale gelen benzopren, guanin-sitozin bazlari arasina
girerek DNA’da heliks yapinin bozulmasina neden olan ekzojen etkenlerden biridir.
DNA hasarina neden olan ajanlar, arasinda findikta bulunan alfatoksin,

kemoterapoétik ilaglar ve ultraviyole 1sinlar sayilabilir [66, 70].

Onarilabilen tek biyomolekiil olmasi agisindan DNA molekiilii dinamik bir yapiya
sahiptir. Telafisi olmayan DNA hasarlar1 hiicrenin apoptoz mekanizmalarini aktive
ederek hiicreyi 6liime gotiirlir veya onarim mekanizmalar1 ile DNA hasar1 giderilir
[71, 72]. DNA’da olusan hasar hiicrede farkli yanitlar olusmasina neden olmaktadir.
Hiicrede meydana gelen hasara karst kontrol mekanizmalari tarafindan hasarlit DNA
cikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir bigimde yapilandirilmasi, hiicre dongiisii
ilerlemesinin engellenmesiyle hasarli kromozomlarin kalitsal aktariminin 6nlenmesi,
hiicrede transkripsiyonel cevap olusturularak hiicrenin yararma olacak sekilde
degismesi saglanabilir. Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerde programli hiicre 6limii,
apoptoz gerceklesecek sekilde DNA hasarina dnemli yanitlar olusturmaktadir [65,
71, 73].

1970°den bu yana gelistirilerek uygulanmaya devam eden bir¢ok genotoksisite testi
bulunmaktadir [74]. DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan birgok teknik, pahali
ve uzun calisma siiresi gerektirmesi nedeniyle ya da calisma sonunda istenilen
basariya ulasilamamasindan dolayt tercih edilmemistir [75, 76]. Ilk defa 1984 yilinda
Isvecli bilim adamlar1 Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilmis “Comet Assay”
veya “Tek Hiicre Elektroforezi” olarak bilinen teknik; hizli, oldukga kantitafif ve
duyarl bir yontemdir [77]. Mikroskobik incelemelerde hasarli DNA’larin “kuyruklu
yildiz” seklinde goriilmesinden dolay1 “Komet Metodu” olarak adlandirilmistir [78].

1.7. Kan Dokusu

Kan; canlida i¢ ortamin dengesinin olusturulmasinda, besin maddelerinin,

vitaminlerin, hormonlarin, antikorlarin, yaglarin ve minerallerin ¢oziinmiis olarak ya
7



da tasiyict proteinler aracilifiyla viicutta tasinmasinda, enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalara karsi viicuda bagisiklik kazandiran akiskan 6zellige sahip bag

dokusunun 6zellesmis bir tipidir [79].

Kan dokusu sekilli ve sekilsiz elemanlardan olusur. Sekilsiz eleman plazma ve sekilli
elemanlar olarak kan hiicreleri bulunur. Kirmizi kan hiicreleri olarak bilinen
eritrositler, beyaz kan hiicreleri olarak bilinen l6kositler ve platelet olarak

adlandirilan trombositler kan dokusunun sekilli elemanlaridirlar [80].

Eritrositler; 7-8 um ¢apinda, 2,6 um kenar kalinliginda ve 0,8 um merkez kalinligina
sahip disk seklindeki yapilardir. Niikleus bulundurmayan yapilar;; maksimum
seviyede oksijen baglayarak dokulara tagima ve karbondioksiti maksimum diizeyde
dokudan uzaklastirmak igin Ozellesmistir. Yasam siireleri yaklasik 120 giindiir.
Kemik iliginde, karacigerde ve dalakta bulunan % 90 oranindaki biiyiik ¢ogunlugu
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler [81]. Hemoglobin adi verilen molekiil

agirhigi 68 dalton olan ve gaz tasinmasinda gorevli proteine sahiptirler [80].

Lokositler akyuvarlar olarak da bilinirler. Hemoglobin igermedikleri i¢in renksiz
olan bu hiicreler yabanci maddeleri fagosite edebilme ozelligindeki kan dokusu
elemanlaridir. Hacim olarak eritrositlere gore daha biiyiiktiirler. Kanda bulunan
l6kositlerin %20-25’ini tek c¢ekirdekli 16kositler olan lenfositler olusturur. %4-6’smni1
kanin en biiyiik hiicreleri olan monositler olusturur. Noétrofil, eozinofil ve bazofil
16kositlerin, ¢ok pargali ¢ekirdekli yapilaridirlar. Lokositlerin %70’ini nétrofil, %2-

4°{inii eozinofil ve %0,5’in bazofil olusturur.

Diger bir kan dokusu elemanlarindan trombositler; biiytikliikleri ortalama 3 mikron
kadar olan, 1 mm?® kanda yaklagik 250-900 bin arasinda bulunurlar ve kanin

pihtilasmasinda gorev almaktadirlar [82].

Bu ¢alismada; LPS’nin si¢an kaninda sebep olabilecegi sitotoksik etkisi tizerine birer

antioksidan olan VE ve SS’in koruyucu roliiniin olup olmadig1 arastirilmustir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Bu calisma, Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden (HAYDEK) (16/133) etik kurul onay1 ile gerceklestirilmistir.
Arastirmada erkek Wistar tiirii siganlar kullanilmistir (yaklasik 300-320 gr agirlik).
Hayvanlar, her kafeste 7 hayvan olacak sekilde kafeslere yerlestirilmistir. Toplamda
8 grup olusturulmustur. Standart laboratuvar diyeti ve su ile beslenen hayvanlara 22-
30 'C oda sicakliginda, karanlik/aydinlik (12 saat/12 saat) 1sik periyodu
uygulanmigtir. Uygulama yapilmadan 10 giin once hayvanlar karantina altina

alinmislardir.

2.2. Kimyasallar

Deneyde hayvanlara 3 madde verilmistir. Bunlar;
- Lipopolisakkarit (LPS)

- Sodyum selenit (SS)

- Vitamin E (VE)

Uygulanan kimyasal maddeler LPS ve SS Sigma, VE ise Merck adli firmadan temin
edilmistir. VE musir yaginda, SS ve LPS su iginde ¢oziilerek hayvanlara

uygulanmigtir.
2.3. Hayvanlara uygulama plam

Sicanlar, kontrol gurubu (n=7) ve uygulama gurubu (n=49) olarak ikiye ayrilmistir.
Deneyde olusturulan guruplardaki her bir hayvana uygulanan madde miktarlar1 Tablo

1’de verilmistir. Deneyde olusturulan 8 grup;
1. Grup: Kontrol grubu

2. Grup: SS uygulanan grup



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 olusturulan gruplar ve uygulanan madde miktarlar

Grup Gruplar Hayvan Uygulanan Madde | Uygulama
No Sayisi Miktar1 Stiresi
Kontrol 7 -
1
, SS 7 0.35 mg/kg v.a
. VE 7 200 mg/kg v.a VE
SS+VE 7 0.35 mg/kg v.a SS
4 200 mg/kg v.a VE +—
(qe]
5 LPS 7 10 mg/kg v.a g
O
LPS+SS 7 10 mg/kg v.a LPS
° 0.35 mg/kg v.a SS
LPS+VE 7 10 mg/kg v.a LPS
! 200 mg/kg v.a VE
LPS+SS+VE 7 10 mg/kg v.a LPS
8 0.35 mg/kg v.a SS
200 mg/kg v.a VE
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2.3.1 Kontrol Grubu

Kimyasal madde uygulanmamis olan gruptur.

2.3.2 SS ile Muamele Edilen Grup

Her bir hayvana, suda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla; 0.35 mg/kg v.a SS verilmistir.
2.3.3 VE ile Muamele Edilen Grup

Her bir hayvana, misir yaginda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla; 200 mg/kg v.a (viicut

agirligl) VE verilmistir.
2.3.4 SS+VE ile Muamele Edilen Grup

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

coziilerek; oral gavaj yoluyla verilmistir.
2.3.5 LPS ile Muamele Edilen Grup

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

uygulanmustir.
2.3.6 LPS+SS ile Muamele Edilen Grup

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

¢oziilerek, 0.35 mg/kg v.a SS oral gavaj yoluyla verilmistir.
2.3.7 LPS+VE ile Muamele Edilen Grup

Her bir hayvana suda c¢oziilerek intraperitonal olarak, 10 mg/kg v.a LPS; misir

yaginda ¢oziilerek 200 mg/kg v.a Vitamin E, oral gavaj yoluyla verilmistir.
2.3.8 LPS+SS+VE Muamele Edilen Grup

Her bir hayvana 10 mg/kg v.a LPS, suda ¢6ziilerek intraperitonal olarak; 200 mg/kg
v.a VE, misir yaginda ¢oziilerek ve 0.35 mg/kg v.a SS, suda ¢oziilerek oral gavaj

yoluyla verilmistir.
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2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite tayini i¢in Marklund ve Marklund’un [83] yontemi kullanilmistir. SOD
enzim aktivite tayini icin 4 °C’de 1000 rpm’de 10 dk siipernatantlar santrifiij
edilmistir. Igerisinde Tris-EDTA tamponu bulunan kiivetlere farkli hacimlerde
siipernatant eklenmis ve sonrasinda enzim kaynagi ilave edilmistir. Elde edilen
karisimlara pyrogallol konulmus ve 440 nm spektrofotometrede absorbans Ol¢iimii
yapilmistir. Hesaplamalar yapildiktan sonra kan hiicreleri i¢in U/mg Hb ve U/mg

protein olarak aktivite belirlenmistir.

2.4.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite, Aebi [84] metodu ile tayin edilmistir. CAT enzim aktivitesinin tayini igin
siipernatantlar 1000 rpm de 10 dakika 4'C’de santrifiij edilmistir. Oncelikli olarak
peroksizomlardaki CAT’1 ag1ga ¢ikarmak icin siipernatanta Triton X-100 eklenmistir.
Sonrasinda Hy0; eklenmis ve 240 nm’deki absorbans degeri Ol¢lilmiistiir.
Hesaplamalardan sonra enzim aktivitesi kan hiicreleri i¢in U/mg Hb ve U/mg protein

birimiyle verilmistir.

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GPx enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Paglia ve Valentine [85]’nin yontemi
uygulanmistir. 4 °C’de 16.000 rpm’de 20 dakika siipernatantlar santrifiij edilmistir.
Bu yontem, GR’nin 340 nm’de nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen fosfat’1
(NADPH) oksitlemesiyle olusan absorbansin &lglilme prensibine dayanmaktadir.
NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340
nm’de absorbansin azalmasina neden olur. GPx aktivitesinin tayininde dolayli olarak
kullanilmistir. Elde edilen karisimin iizerine H,O, eklenerek reaksiyon baslatilmis ve
340 nm’de 3 dakika boyunca olusan absorbanslar okunmustur. Enzim aktivite

sonuclar1 kan hiicreleri i¢in U/mg Hb ve U/mg protein olarak verilmistir.
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2.5. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Ohkawa ve arkadaslarinin [86] metodu kullanilarak MDA miktarmin belirlenmesi
i¢in slipernatantlar, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen karigima
tiyobarbitiirik  asit (TBA) eklenerek olusan reaksiyon sonucunda lipit
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA’nin spektrofotometrede 532 nm’de
absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Sonuglar kan hiicreleri i¢in nmol/Hb ve nmol/protein

olarak verilmistir.
2.6. Komet Testi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

%1°lik yiiksek erime dereceli agar mikrodalga firinda isitilarak sivi hale getirilmistir.
Rodajli lamlar, sivi agara batirilip oda sicakliginda bir giin kurumaya birakilmistir.
Heparinli, steril ve vakumlu tiiplere alinan kan numunesinden; igerisinde 1000 ul
RPMI-1640 besiyeri bulunan ependrof tiip igerisine 15 pl eklenmistir. 2000 rpm’de 5
dk santrifiij edilmis elde edilen pellet iizerine 80 pl % 0.65’lik agaroz eklenerek
pipetleme yapilmistir. Elde edilen karisimdan 75 pl alinarak bir giin 6nce hazirlanmig
olan lamlar lizerine dokiilmiis ve lizeri kapatilarak +4 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Preparatlar 90 dk ¢oziindiirme soliisyonunda bekletilmis, 40 dk dilue
elektroforez igerisinde birakilmis ve daha sonra 200 Volt’ta 4 dk yiiritilmiistiir.
Yiirlitme isleminin bitmesiyle 5’er dk ii¢ kez dH,O’da bekletilerek kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan preparatlar 80 pl etidyum bromiir ile boyanmis ve

mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmistir.
2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Tezde verilen istatistiksel analizlerin tamami Windows SPSS 11.5 bilgisayar
programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi ile yapilmistir.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

6 saatin sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin eritrosit ve 16kositlerinden
elde edilen biyokimyasal sonuglar karsilagtirllmistir. Kontrol grubu ile SS, VE ve
SS+VE uygulanan gruplar karsilastirildiginda, istatistiksel olarak bir fark olmadigi
belirlenmistir. LPS, LPS+SS, LPS+VE ve LPS+SS+VE uygulanan gruplarda eritrosit
ve lokositlerde enzim aktivite degerlendirmelerinde anlamli degisimeler tespit
edilmistir (P<0.05). LPS ile muamele edilen grubun SOD, CAT ve GPx
aktivitelerinde diisiis oldugu tespit edilirken, LPS+SS, LPS+VEve LPS+SS+VE
uygulanan gruplarm antioksidan enzim aktivitelerinde LPS ile muamele edilen gruba
gore artis oldugu belirlenmistir. Antioksidan enzim aktivite degisim grafikleri sekil

3.1-8’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Kontrol grubu ve uygulama gruplarinin eritrositlerinde SOD aktivitelerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 3.2. Kontrol grubu ve uygulama gruplarinin 16kositlerinde SOD aktivitelerinin
karsilastirilmast.
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Sekil 3.3. Eritrositlerde CAT enzim aktivitelerinin kontrol ve uygulama gruplari
arasinda karsilastirilmasi.
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Sekil 3.4. Lokositlerde CAT enzim aktivitelerinin kontrol grubu ve uygulama
gruplar arasinda karsilagtirilmasi.
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Sekil 3.5. Eritrositlerde GPx enzim aktivitelerinin kontrol grubu ve uygulama
gruplar arasinda karsilagtirilmasi.
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Sekil 3.6. Lokositlerde kontrol ve uygulama gruplarinda GPx enzim aktivitesinin
karsilastirilmasi.

3.1.2. MDA Miktarinin Degerlendirilmesi

Kan dokusu elemanlarindan eritrosit ve 16kositlerin MDA diizeyinin belirlenmesinde
elde edilen sonuglar Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. LPS uygulanan gruplar
ile kontrol grubu, SS, VE ve SS+VE uygulanan gruplar incelendiginde, MDA
seviyesinde anlamli artiglar oldugu goézlenmistir. Ancak LPS+SS ve LPS+VE
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uygulanan gruplarda LPS uygulanan gruba kiyasla MDA seviyesinde anlamli bir
azalma meydana geldigi belirlenmistir. LPS+SS+VE uygulanan grup LPS+SS ve
LPS+VE uygulanan gruplarla kiyaslandiginda MDA diizeyinde istatistiksel olarak

bir azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.7. Eritrositlerde MDA seviyelerinin kontrol grubu ve uygulama gruplart
arasinda karsilastirilmasi.
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Sekil 3.8. Lokositlerde MDA diizeylerinin kontrol grubu ve uygulama gruplar
arasinda karsilastirilmasi
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3.2. Komet analizi

Kan dokusunda DNA hasar tespitini belirlemek i¢in kullandigimiz kontrol grubu ve
uygulama gruplarina ait DNA kuyruk ylizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti
degerleri Tablo 3.1’de verilmistir. Komet testinde kontrol grubu ve SS, VE ve
SS+VE uygulanan gruplar karsilastirildiginda DNA hasar1 olmadig tespit edilmistir.
LPS ile muamele edilen grupta kontrol grubuna kiyasla kuyruk olusumu belirgin
olarak gozlenmis ve DNA hasar tespit edilmistir. LPS uygulamasinin DNA hasarin
arttirmasina karsin VE ve SS uygulamasinin hasar1 azalttigi kaydedilmistir.
LPS+VE+SS uygulanan grupta LPS+VE ve LPS+SS ile muamele edilen gruplara
gore DNA hasari istatistiksel olarak azalmistir (Sekil 3.9).
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Tablo 3.1. Kan dokusunda kontrol ve uygulama gruplarinda DNA hasarinin (+=SD)

% DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama degerleri

Gruplar Kuyruk DNA % Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Momenti
+SD +SD +SD
Kontrol 35.12 +1.427 15.20+5.14 5.33+0.07°
SS 40.25+8.32° 19.32+2.52 7.77+£0.20%
VE 38.54+2.48° 17.65+0.15° 6.8+0.032
SS +VE 40.85+4.23% 18.25+6.52° 7.45 +0.27°
LPS 112.14+11.23° 78.53+23.15" 88.06+2.59°
LPS+SS 79.03+12.32° 41.75+18.36° 32.9942.26°
LPS+VE 76.24+25.12° 42.36+12.85° 32.29+3.22°
LPS+SS+VE 56.35+9.231 25.3242.651 14.26+0.249
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Sekil 3.9. Kontrol grubu ve uygulama gruplarinin kan dokusunda meydana gelen
DNA hasar1. 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).



4. TARTISMA VE SONUC

LPS, gram negatif bakteriler i¢in hayati 6nem tasiyan biitiinleyici bir hiicre duvari
bilesenidir. LPS, gram negatif bakterilerin oldiiriildiigli veya boliindiigli zaman
meydana gelmekte olup biyolojik mekanizmalar ile ¢ok iyi tanimlanmistir [87-90].
Yapilan bir c¢alismada Bilgin [91], LPS ile stimiile edilmis hiicre hasarinda
melatonin’in, doku lipid peroksidasyonu ile bobrek ve karaciger dokusu NF-xB
ekspresyonu tizerindeki etkilerini arastirmistir. LPS ile indiiklenmis hiicre hasarinda,
melatonin verilmesinin lipid peroksidasyonu ve NF-kB ekspresyonu iizerinde
diistiriicti etkisi oldugu belirlenmistir. Konak immiin sistemin cevabina ve antibiyotik
uygulamanin etkisine bagl olarak, yogun miktarda bakteriyel sizmasi, konak¢inin
dolasimina girmesiyle enflamatuar mediatorlerin monositler ve makrofajlar gibi
hedef hiicreleri uyarmasiyla iltihaplanma meydana geldigi tespit edilmistir [92-95].
Bu ¢alismada LPS, O55:B5 serotipli E. coli‘den elde edilmis olup 10 mg/kg olarak
uygulama gruplarina verilmistir. Koruyucu olarak SS ve/veya VE verilmistir. MDA
seviyesi, antioksidan enzim aktiviteleri spektrofotometreyle ve DNA yapisindaki
degisimler komet yontemi ile belirlenmistir. Belirlenen dozlar siganlara verildikten 6
saat sonra sicanlar sakrifiye edilmis olup deney siiresinCe si¢anlarin higbiri

Olmemistir.

SOD, siiperoksit anyonu molekiiler oksijen doniisiimiiniin reaksiyonunu katalize
eder. Organizmada serbest radikallere karsi ilk savunma sistemidir [96]. Hiicre
icindeki peroksizomlarda bulunan CAT, hidrojen peroksitin suya ve molekiiler
oksijene reaksiyonunu katalize eder [97]. GPx, bir hidrojen peroksit veya organik
peroksit substrati olan bir hidroperoksidazdir. GPX, lipit peroksitleri ve hemoglobini
eritrositlerde ve diger dokularda indirgeyici glutatyon olarak kullanarak hidrojen
peroksit ve lipit peroksitlerin par¢alanmasinda rol oynayan peroksitlerin

oksidasyonundan korur [9].

Eritrositler nemli radikal havuzlardir. Hidrojen peroksidasyon detoksifikasyonu i¢in
GPx, CAT, Vitamin A, E, C gibi hiicreler aras1 antioksidan savunma sistemleri ve
stiperoksit iyon radikallerinin dagilmasi i¢in SOD, bloke ettiklerinden daha az toksik

hidroksil radikalleri olusturmak icin aktive edilmektedir. Bu ¢alismada, si¢anlar 6
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saat siireyle LPS ile muamele edilmistir. LPS uygulamasinin ardindan, kontrol
grubuna kiyasla LPS uygulanan grupta, istatistiksel olarak anlamli seviyede SOD,
CAT, GPx enzim aktivitesinde diisiis MDA seviyesinde artis gozlemlenmistir.
LPS+SS+VE grubuna ait MDA seviyeleri ve antioksidan enzim aktiviteleri
incelendiginde, LPS, LPS+SS ve/veya VE uygulanan gruplara kiyasla, SOD, CAT,
GPx aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede arttigi ve MDA seviyesinin

azaldig tespit edilmistir.

Bazi arastirmacilar, kimyasallarin in vitro sitotoksik etkilerinin DNA ¢ift sarmal
kiriklarinin olusumundan sorumlu oldugunu bildirmislerdir [98, 99]. Giri ve ark.
[100], kromozomal anormalliklerin, kimyasallarin alkillenme 6zelliklerinden ortaya
ciktigt ve bu alkillenmenin DNA hasarina sebep oldugunu raporlamislardir.
Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitesinin, molekiiler yapilarinda alkil ve fosforil
gruplarimi  tastyan  elektrofilik  kismin  niikleofilik  boliimiine  baglanma
kabiliyetlerinden dolay1 olabilecegi belirtilmistir [101]. Serbest radikaller, DNA
yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletine, piirin ve pirimidin bazlarmin spesifik
modifikasyonuna ve DNA-protein ¢apraz baglanmasma zarar verir [102, 103].
Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu, baz salinimint ve DNA zinciri kirtlmalarim
indiiklerken oksidatif baz modifikasyonlar1 mutasyonlara yol agabilir [104, 105].
Cesitli caligmalar, siliperoksit anyonunun ve onun dismutasyonunun olusturdugu
hidrojen peroksitin, dogrudan DNA’ya baglanmas: yoluyla baz oksidasyonuna ve
zincir kirillmalarina yol agmadigini, ancak gegis metal iyonlarinin varliginda Fenton
reaksiyonu, hidroksil radikalinin daha aktif oldugunu gostermistir [106, 107]. Hasar
gormemis DNA'lar komet analizlerinde biitiinliiklerini devam ettirirken, hasar
gormiis DNA pargalari, elektriksel alanda farkli hizlarda hareket etmektedir, ¢ilinkii
ortaya c¢ikan hasar nedeniyle farkli molekiiler agirliktaki DNA parcalart kuyruk
seklinde bir goriintii olusturmaktadir. Bu calismada elde edilen DNA goriintiileri,
LPS hasarmin derecesini belirlemek i¢in degerlendirilmistir. LPS grubu ve kontrol
grubu 6 saatin sonunda karsilagtirildiginda, LPS ile muamele edilen gruptaki
sicanlarin kan dokularinda kuyruk % DNA’s1, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti
Olgiimlerinde anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Enzimatik olmayan
antioksidanlardan SS ve VE'nin LPS kaynakli toksik etkilere karsi kan doku

hiicreleri tizerinde koruyucu oldugu belirlenmistir.
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Artan sepsis mortalitesi, her yil vaka sayisindaki artis ve preklinik/klinik
arastirmalarin  basarisizlikla sonuglanmasit modern tibbi sorgulamaya devam
etmektedir. Mevcut diizeyin {izerindeki oranlar1 azaltmak igin sistemik inflamatuar
yanit sendromu olan sepsis lizerine yapilacak arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu
calismada SS ve VE, LPS'ye karsi deneysel sepsis ile insan kanindaki oksidatif stres
parametreleri ve sitokinler tizerindeki etkileri arastirilmis ve karsilastirilmis, sonraki
yapilacak caligmalar i¢in 1s1k tutmustur. Calismalarda, sepsis kaynakli kan
dokusunda SS ve VE kombinasyonunun, E.coli siispansiyonuna karsi tek basina
olmalarindan daha basarili oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen, septik enfeksiyonlara
yonelik zararlarin antioksidanlar ve kombinasyonlariyla birlikte onleyici etkisini

degerlendirmek i¢in daha fazla ¢calisma yapilmali ve bdylece 6liimler azaltilmalidir.
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