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ÖZET 

Bir endotoksin olarak lipopolisakkarit (LPS), gram-negatif bakterilerin hücre 

duvarının bir kısmını oluşturur ve canlı dokuya girdikten sonra bir akut 

iltihaplanmanın başlatılmasından sorumludur. Bu çalışmada, erkek sıçanlar sekiz 

gruba ayrıldı: kontrol grubu, E vitamini (VE) uygulanan grup (200 mg/kg), sodyum 

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

grup (10 + 0.35 + 200 mg/kg). Oksidatif stres parametreleri ve histolojik 

değişiklikler 6 saat sonunda kontrol grubu ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. 

LPS ile muamele edilen grup ve LPS+SS+VE ile muamele edilen grup kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında, antioksidan enzim aktiviteleri azalmış; histolojik değişimler 

ve MDA seviyesi 6 saat sonunda artmıştır. Bununla birlikte, LPS + SS ve/veya VE 

ile muamele edilen grup, LPS ile muamele edilen grup ile karşılaştırıldığında, SOD, 

CAT ve GPx aktivitesi artmış ve uygulama periyodunun sonunda histolojik 

değişimler ve MDA seviyeleri anlamlı olarak azalmıştır. LPS+SS ve/veya VE 

uygulanan grupla LPS uygulanan gruplarda böbreğin histolojik yapısındaki 

değişiklikler azalmıştır. Sonuç olarak, antioksidanların birlikte kullanılması, LPS'ye 

karşı tek başına kullanımından daha koruyucu olduğu belirlenmiştir. 
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Anahtar Kelimeler: LPS, Vitamin E, Sodyum selenit, MDA, GPx, CAT, SOD, 

Oksidatif stres. 
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ABSTRACT 

Lipopolysaccharide (LPS), as an endotoxin, forms part of the cell wall of gram-

negative bacteria and is responsible for initiating an acute inflammation after 

entering live tissue. In this study, male rats were divided into eight groups: control 

group, vitamin E (VE)-treated group (200 mg/kg), sodium selenite (SS)-treated 

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

(10 mg/kg), LPS + VE-treated group (10 + 200 mg/kg), LPS + SS-treated group (10 

+ 0.35 mg/kg) and LPS + SS + VE-treated group (10 + 0.35 + 200 mg/kg). Oxidative 

stress parameters and histological changes were investigated and compared with 

control group after 6 hours. When LPS treated group and LPS + SS + VE treated 

group compared to the control group, antioxidant enzyme activities decreased; 

histological changing and MDA levels increased significantly after 6 hours. 

However, when LPS + SS and/or VE-treated group compared with the LPS-treated 

group SOD, CAT and GPx activities increased and histological changing and MDA 

levels decreased significantly at the end of the treatment period. As a result, it was 

observed that the collective use of antioxidants was more protective than the use of 

alone against LPS. 

 

Key words: LPS, Vitamin E, Sodium Selenite, MDA, GPx, CAT, SOD, Oxidative 

Stress.  
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1.GİRİŞ  

Hücrelerde bulunan okside olabilecek lipit, karbonhidrat, protein ve DNA gibi 

maddelerin oksidasyonunu geciktirebilen veya önleyen maddelere ‘antioksidanlar’ 

denir.  Antioksidanlar, antioksidan savunma sistemini oluşturur [1]. İnsan sağlığı için 

büyük öneme sahip olan antioksidanların etkileri üzerine çalışmalar günden güne 

artmaktadır. Antioksidanlar, toksik maddelerden korunma bakımından vücut 

savunmasında etkin rol oynarlar ve serbest radikallerle savaşırlar [2]. 

Gram (-) bakterilerin hücre duvar yapısında yer alan LPS, bağışıklık sistemi 

tarafından tanınabilen bir doğal bakteriyel üründür. Gram (-) bakteri hücre duvarı; 

içte peptidoglikan tabaka, dışta lipopolisakkaridler, fosfolipitler ve proteinlerden 

oluşur [3]. LPS; lipit A, çekirdek oligosakkarit ve yineleyen polisakkarit 

zincirlerinden oluşmaktadır. Dış kısmındaki O-antijen yapısının bakteri türlerine göre 

antijenitesi bulunmaktadır. Orta kısımda çekirdek bölge yer alır ve bu bölge daha az 

antijenik özellik göstermektedir. En içteki bölgede ise lipit A yapısı bulunmaktadır 

[4]. 

Escheriachia coli (E. coli)’den izole olarak elde edilen LPS, deneysel sepsis 

çalışmalarında sıklıkla tercih edilir. Liyofilize LPS suda çözülür ve deney 

hayvanlarına periton veya damardan uygulanır. Canlı dokuya girdikten sonra bir akut 

yangı başlatır [5]. LPS’nin toksik bileşeni olan Lipit A; septik sürecin başlamasında 

ve ilerlemesinde önemlidir. Serbest radikaller oksidatif stres oluşturur ve oksidatif 

stres endotoksik şok ile yüksek mortaliteye neden olur [6, 7].  

Hücrenin yıkımı veya hızlı büyümesi sırasında açığa çıkarak sepsis/endotoksemide 

olaylar dizisini başlatan anahtar moleküldür. Endotoksin hücre membranında 

bulunduğu sürece inaktiftir [8]. E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella 

typhimurium, Pseudomonas aeruginosa gibi birçok Gram (-) bakteriden elde 

edilebilmesine rağmen deneysel çalışmalar E. coli’den elde edilen LPS’ler üzerinde 

yoğunlaşmıştır. Genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilen LPS 

deneysel çalışma protokolleri esas alınarak, suda çözülerek deney hayvanlarına 

damar içine veya peritonal olarak tek doz ve/veya infüzyon şeklinde verilir. Yapılan 
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çalışmalarda uygulanan dozun 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg gibi geniş bir doz aralığına 

sahip olduğu görülmüştür [9, 10]. 

1.1. Sodyum Selenit 

Selenyum olarakta bilinen sodyum selenit (SS), suda çözünebilen, insan vücudu için 

de belirli oranda faydalı olan bir maddedir ve deniz ürünlerinde, yumurtada, 

tahıllarda, sebzelerde, karaciğerin kimyasal yapısında bulunmaktadır [11]. 

Selenyum, sebzelerde, tahıllarda ve deniz mahsüllerinde çok miktarda 

bulunduğundan bu besinler önemli diyet kaynaklarıdır. Selenyumca zengin bir 

diyetle beslenilmesi ile Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi arasında yüksek 

bir korelasyon bulunmaktadır [12]. Selenyum kayalar ve toprakta katı halde, suda 

erimiş halde bulunmakta, toprak ve sudan insanlara, bitkilere ve mantarlara kadar 

geçip tekrar çevreye dönmektedir [13]. 

Yapılan çalışmalarda selenyumun biyolojik sistemler açısından önemli bir element 

olduğu ortaya konulmuştur. Selenyum uygulaması ile karaciğerde deneysel olarak 

meydana getirilen tümörlerde % 50 civarında bir iyileşme meydana geldiği 

vurgulanmıştır [14]. Selenyum, insan ve hayvan dokuları için antioksidan özellik 

gösteren önemli bir elementtir [15]. Son yıllarda yapılan çalışmalarda deney 

hayvanlarına selenyum olarak bilinen sodyum selenit verilmektedir [16, 17]. Yapılan 

araştırmalarda insanlarda sodyum selenitin %90’ının biyolojik sistemler tarafından 

absorbe edildiği ve dokularda dağıldığı gösterilmiştir [18]. Selenyum kullanımı ile 

ilgili yapılan bir çalışmada prostat, akciğer, kolon kanseri riskini azalttığı 

gösterilmiştir [19]. Selenyumun antikarsinojenik etkisinin yanında [20], hücre 

büyümesinin ve tiroid hormon metabolizmasının düzenlenmesi gibi görevleri de 

bulunmaktadır [21]. Selenyum bazı hastalıklardan korunmada, kimyasalların neden 

olduğu anormallikleri azaltmada önemli rol oynamaktadır [22]. Katarakt, kas 

distrofisi, artrit, hemofilik anemi, gece körlüğü gibi hastalıklar insanlardaki 

selenyumla bağlantılı olduğu düşünülen hastalıklar olarak bilinmektedir [23]. 

Yapılan bir çalışmada adriomisin maddesine maruz kalan tavşanlarda kalp dokusu 

incelemelerinde meydana gelen değişikliklerin selenyum uygulamasında kalbin 

histolojik yapısını koruduğu belirtilmiştir [24]. 
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Selenyumun eksik olduğu diyetle beslenen ratlarda incelenen dokuda sitozolik GPx 

aktivitesinde % 87 azalma gözlenmiş ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonu için 

önemli olduğu ortaya koyulmuştur [25]. 

1.2. Vitamin E 

Vitamin E; ilk kez Evans ve Bishop tarafından 1922 yılında keşfedilmiştir [26]. α-

tokoferol olarak adlandırılan vitamin E, 1936 yılında buğday tohumundan ekstrakte 

edilmiştir [27]. Bitkisel sıvı yağlar, hayvansal yağlar, et, yumurta gibi besinlerde ve 

karaciğerde bulunur. Anne sütünde oldukça fazladır [28]. Vitamin E’nin günlük 

gereksinimi çocuklarda 3-10 mg, yetişkin erkeklerde 10 mg ve kadınlarda 8 mg 

arasında değişmektedir [29]. α-tokoferol, dokularda farklı konsantrasyonlarda 

bulunur ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder [30]. 

α-Tokoferol, dokularda farklı konsantrasyonlarda bulunur. En yüksek E vitamini 

konsantrasyonları, mikrozomlar ve mitokondriyon gibi membranca zengin hücre 

yapılarındandır. Sitozol ve peroksizomda ise daha az bulunur [31]. 

Diyetle alınan ve enzimatik olmayan vitamin E, hayvanlarda hücre farklılaşması ve 

fonksiyonu için gereklidir [32]. Doğanın bilinen en etkili zincir kırıcı antioksidanıdır 

[33]. Kalp kası hücrelerinin metabolik fonksiyonlarını düzenleyen veya onaran, 

membran bileşenlerinin lipofilik özellikteki önemli bir zincir kırıcı antioksidanıdır 

[34]. Vitamin E’nin antioksidan fonksiyonunun temeli; lipoproteinlerde ve hücre 

membranlarında, lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu kırmak ve oluşan 

peroksil radikallerini yakalamaya dayanmaktadır [35, 36]. 

Vitamin E’nin hücre içi savunmayı arttırma mekanizmalarının hemen hepsinde etkin 

bir şekilde bulunduğu ve bu nedenle geniş bir antioksidan kapasiteye sahip olduğu 

gösterilmiştir [37]. 

Yapılan pek çok çalışmada; vitamin E’nin biyolojik sistemlerde lipit 

peroksidasyonunu azaltarak, serbest radikal oluşumunu engellediği ortaya 

koyulmuştur [38-40]. 

Ağır metaller ve kimyasallara maruz kalmış ratlarda yapılan birçok çalışmada; 

vitamin E’nin toksik etkilere karşı koruyucu etki gösterdiği bildirilmiştir [41, 42]. 
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1.3. Oksidatif Stres 

Oksidatif denge, organizmada serbest radikallerin oluşma hızı ile oluşan radikallerin 

ortadan kaldırılma hızının dengede olması durumudur. Dengenin bozulmasına, 

radikallerin oluşum hızında meydana gelen artma ya da ortadan kaldırılma hızındaki 

bir düşüş neden olabilir. Bu durum ‘oksidatif stres’ olarak adlandırılır. Sonuçta, doku 

hasarına yol açan bu durum; antioksidan savunma mekanizması ile serbest radikal 

oluşumu arasındaki dengenin bozulduğunu göstermektedir [43]. Serbest radikaller 

çevresel faktörlerle etkileşimde bulunmakta ve vücutta normal metabolik süreçte 

üretilebilmektedirler. Bu radikallerin yol açtığı olumsuz sonuçlara karşı 

antioksidanlar fizyolojik olarak vücudu savunmaktadırlar [44]. 

1.4. Malondialdehit (MDA) 

Serbest radikallerin doymamış yağ asitlerini peroksidasyona uğratarak oluşturdukları 

son ürünlerden biri MDA’dır. İkiden fazla çift bağ içeren doymamış yağ asitlerinin 

peroksidasyonu ile oluşan MDA, lipit peroksidasyonunun en yaygın olarak bilinen 

son ürünüdür. MDA’nın nonpolar özellikte ve nispeten küçük yapılı olması 

biyomoleküllerle etkileşimini kolaylaştırmakta ve membranlar başta olmak üzere, 

yapısal ve fonksiyonel değişikliklere neden olmaktadır [45, 46]. Lipit 

peroksidasyonunun saptanmasında, artan MDA içeriği oksidatif membran hasarının 

önemli göstergesidir [47-49]. MDA’nın tüm bu özellikleri sebebiyle genotoksik, 

mutajenik ve karsinojenik olduğu belirtilmektedir [50]. Ayrıca bir aldehit türevi olan 

MDA, nükleik asitler, fosfolipitler ve proteinlerin amino grupları ile reaksiyona 

girerek yapılarının bozulmasına da yol açmaktadır [51]. 

1.5. Antioksidan Enzimler 

Canlı hücrelerde bulunan DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi okside olabilecek 

maddelerin oksidasyonunu önleyen veya geciktirebilen maddeler antioksidanlardır 

[52]. Antioksidanlar yapılarına göre; enzimatik yapıda olanlar (süperoksit dismutaz 

(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdır (GPx) ve enzimatik yapıda 

olmayanlar (vitamin E, vitamin A, vitamin C) olarak gruplandırılabilir [53]. Aerobik 

organizmalar oksijen toksisitesinden başlıca üç enzim yardımıyla korunur. Bu 

enzimler; SOD, CAT ve GPx’tir [54]. 
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1.5.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

SOD enziminin antioksidan özelliği ilk kez 1968 yılında bir gurup araştırmacı 

tarafından yapılan araştırmalar sonucu anlaşılmıştır [55]. Hücre içi antioksidanların 

en önemlilerinden olan SOD, oksidasyon metabolizmasının toksik süperoksit 

anyonunu daha zararsız olan hidrojen peroksit (H2O2) ve moleküler oksijene (O2) 

dönüşümünü katalizler [56]. 

1.5.2. Katalaz (CAT) 

CAT, SOD enziminin de etkisiyle, H2O2’nin su ve moleküler oksijene dönüşümünü 

sağlamaktadır [19]. Hayvanlarda özellikle eritrositlerin sitoplazmasında ve 

hepatositlerin mitokondrisinde yoğun olarak yer almaktadır [57]. Organizmaya 

dışarıdan gelen canlı veya cansız etkenlerin önüne geçerek hücreyi kendi solunumsal 

patlamasına karşı korumaktadır [58]. H2O2 konsantrasyonunun yüksek olduğu 

durumlarda CAT detoksifikasyonunu sağlarken, konsantrasyon düşüklüğünde GPx 

enzimi görev almaktadır [59]. 

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

H2O2’in suya dönüşümünden sorumludur ve bu nedenle H2O2 seviyesini 

azaltmaktadır [60]. Yapısında 4 selenyum atomu bulunan, tetramerik yapıda, lipit 

peroksidasyonunun başlamasını ve devam etmesini inhibe edici özellikte, 84 kDa 

molekül ağırlığında bir moleküldür [61]. E vitamini yetersizliğinde membran 

lipitlerini peroksidasyona ve hemoglobini oksidatif strese karşı korur [16]. 

1.6. Böbrek 

Yaşamsal organlardan biri olan; vücudun homeostasisinin düzenlenmesi, vücuttaki 

yabancı kimyasalların uzaklaştırılması, asit-baz dengesinin korunması, arteriyel kan 

basıncının düzenlenmesi, eritrosit üretiminin düzenlenmesi, sıvı ve elektrolit 

dengenin sağlanması böbreğin görevlerindendir [62]. Böbreğin en küçük fonksiyonel 

birimi nefrondur [63]. Her bir böbrekte medulla ve kortekste bulunan 1-2 milyon 

kadar nefron vardır [64]. Plazmadaki maddelerin süzülmesini nefronlardaki 

glomerüluslar sağlar [18]. Bu nedenle organizmaya yabancı çeşitli bileşikler için 

hedef yapılardır [65]. 
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Glomerülün; kandan atık maddeleri uzaklaştırmak, su, sodyum ve üre gibi 

molekülleri süzme gibi fonksiyonları vardır. Üre, karaciğerde meydana gelir ve 

amonyağın detoksifikasyonunu sağlayan bir moleküldür [66]. 

Nefrotoksik maddeler nefronların üstlendiği fonksiyonları etkileyerek 

nefrotoksisiteye neden olur [18]. Bu durum oluşan atıkların atılmasını sekteye 

uğratarak vücut sıvı miktarı ve elektrolit dengesini bozarak sistemik toksisiteye 

neden olabilir [67]. Toksik maddenin yapısına, maruz kalma süresine ve toksik 

maddenin dozuna göre; kimi zaman geri dönüşümü mümkün ancak kimi zaman 

mümkün olmayacak şekilde hücre ölümlerine yol açabilir [18].   

Bu çalışmada, toksik bir madde olan LPS’nin ratların böbrek dokusunda sebep 

olduğu hasara karşılık, antioksidan özelliğe sahip SS ve VE’nin koruyucu rolünün 

ortaya konulması amaçlanmıştır. Çalışmada sadece antioksidan enzim aktiviteleri 

değil aynı zamanda böbrekte meydana gelen histolojik değişikliklerde incelenmiştir.  
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

Çalışma, Yozgat Bozok Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü, 

Araştırma Laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

2.1. Hayvanlar 

Bu çalışma Erciyes Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma 

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

Araştırmada erkek Wistar sıçanları kullanılmıştır (yaklaşık 300-320 gr ağırlığında). 

Sıçanlar, her kafeste 7 rat olacak şekilde konulmuştur. Toplamda 8 grup 

oluşturulmuştur. Su ve standart laboratuvar diyeti ile beslenen hayvanlara 22-30 
o
C 

oda sıcaklığında, aydınlık/karanlık (12 saat/12 saat) fotoperiyodu uygulanmıştır. 

Sıçanlarda uygulama yapılmadan 10 gün önce karantina altına alınmışlardır. 

2.2. Kimyasallar 

Deneyde hayvanlara 3 madde uygulanmıştır. Bunlar; 

- Lipopolisakkarit (LPS) 

- Sodyum selenit (SS) 

- Vitamin E (VE) 

Uygulanan kimyasal maddeler LPS ve SS Sigma’dan, VE Merck’den temin 

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

uygulanmıştır. 

2.3. Hayvanlara uygulama planı 

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

Deneyde oluşturulan gruplar ve gruplardaki hayvanlara uygulanan madde miktarları 

Tablo 1’de verilmiştir. Deneyde oluşturulan gruplar;  

1. Grup: Kontrol grubu 

2. Grup: VE uygulanan grup 

3. Grup: SS uygulanan grup 

4. Grup: VE+SS uygulanan grup 

5. Grup: LPS uygulanan grup 

6. Grup: LPS+VE uygulanan grup 

7. Grup: LPS+SS uygulanan grup 

8. Grup: LPS+VE+SS 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 Vitamin E  7 200 mg/kg v.a 

3 Sodyum selenit  7 0.35 mg/kg v.a 

4 VE+SS 7 200 mg/kg v.a VE 

0.35 mg/kg v.a SS 

5 LPS  7 10 mg/kg v.a 

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

200 mg/kg v.a VE 

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

0.35 mg/kg v.a SS 

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

0.35 mg/kg v.a SS 

200 mg/kg v.a VE 

 

2.3.1 Kontrol Grubu 

Kontrol grubuna herhangi bir kimyasal madde uygulanmamıştır. 

2.3.2 Vitamin E Uygulanan Grup 

Her bir rata 200 mg/kg v.a (vücut ağırlığı) vitamin E, mısır yağında çözülerek oral 

gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.3 Sodyum Selenit Uygulanan Grup 

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

2.3.4 Vitamin E + Sodyum selenit Uygulanan Grup 

Her bir rata 200 mg/kg v.a Vitamin E, mısır yağında çözülerek; 0.35 mg/kg v.a 

sodyum selenit, suda çözülerek oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.5 LPS Uygulanan Grup 

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

uygulanmıştır. 
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2.3.6 LPS + Vitamin E Uygulanan Grup 

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda çözülerek i.p olarak; 200 mg/kg v.a vitamin E, 

mısır yağında çözülerek oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.7 LPS + SS Uygulanan Grup 

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda çözülerek i.p olarak; 0.35 mg/kg v.a SS, suda 

çözülerek oral gavaj yoluyla verilmiştir. 

2.3.8 LPS+SS+VE Uygulanan Grup 

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda çözülerek i.p olarak; 0.35 mg/kg v.a SS, suda 

çözülerek ve 200 mg/kg v.a VE, mısır yağında çözülerek oral gavaj yoluyla 

verilmiştir.  

2.4 Malondialdehit (MDA) Miktarının Belirlenmesi 

Süpernatantlar MDA miktarının tayini için 10 dakika 4.000 g’de santrifüj edilmiştir. 

Ohkawa ve ark. [68]’nın metodu kullanılarak tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona 

giren LPO’nun son ürünü olan MDA miktarı ölçülmüştür. TBA ilave edilmiş olan 

karışımın spektrofotometrede 532 nm’de absorbansı okunmuştur. MDA miktarı 

nmol/mg protein olarak verilmiştir. 

2.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

2.5.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Süpernatantlar SOD enzim aktivitesinin tayini için 4 
o
C’de 10 dakika 1000 g’de 

santrifüj edilmiştir. Aktivite tayini için Marklund ve Marklund’un [69] metodu 

kullanılmıştır. Öncelikle küvetlere Tris-EDTA tamponu ve farklı hacimlerde 

süpernatant eklenerek üzerlerine enzim kaynağı ilave edilmiştir. Ardından bu 

karışımlara pyrogallol konulmuş ve spektrofotometrede 440 nm’de absorbans 

ölçümü yapılmıştır. Hesaplamalar yapıldıktan sonra aktivite U/mg protein olarak 

verilmiştir. 

2.5.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Süpernatantlar CAT enzim aktivitesinin tayini için 4 
o
C’de 10 dakika 1000 g’de 

santrifüj edilmiştir. Aktivite, Aebi [70] tarafından ortaya konulan metot ile tayin 

edilmiştir. İlk etapta süpernatanta peroksizomlardaki CAT’ı açığa çıkarmak amacı ile 

Triton X-100 ilave edilmiştir, daha sonra H2O2 eklenmiş ve absorbans 240 nm’de 
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ölçülmüştür. Hesaplamaların ardından enzim aktivitesi U/mg protein birimiyle 

verilmiştir. 

2.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Süpernatantlar GPx enzim aktivitesinin tayini için 4 
o
C’de 20 dakika 16.000 g’de 

santrifüj edilmiştir. GPx aktivitesinin belirlenmesi için Paglia ve Valentine [71]’nın 

metodu uygulanmıştır. Bu yöntem, GR’nin 340 nm’de nikotinamid-adenin-

dinükleotid hidrojen fosfat’ı (NADPH) okside etmesi ile oluşan absorbansın 

ölçülmesi prensibine dayanmaktadır. NADPH’ın Nikotinamid-adenin-dinükleotid 

fosfat (NADP)’a yükseltgenmesi 340 nm’de absorbansın azalmasına sebep olur, 

böylece dolaylı olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanılmaktadır. Bu karışımın 

üzerine H2O2 eklenerek enzimatik reaksiyon başlatılmış ve 3 dakika boyunca 340 

nm’de absorbanslar okunmuştur. Enziminin spesifik aktivitesi U/mg protein olarak 

verilmiştir. 

2.6. Işık Mikroskobu İncelemeleri 

Disekte edilen hayvanlardan alınan böbrek dokuları ışık mikroskobu incelemeleri 

için formaldehit fiksatifi içine konularak tespit edilmiştir. Fiksasyon aşamasının 

ardından yıkama ve dehidrasyon işlemleri yapılmıştır. Daha sonra dokular parafin 

bloklar haline getirilmiştir. Hazırlanmış olan bloklardan mikrotom (Leica RM2255) 

ile 6-7 µ kalınlığında kesitler alınmıştır. Bu kesitler hematoksilen-eozin ile 

boyanmış, fotoğraf makinesi ataçmanlı Olympus BX 51 (Olympus Corp. Tokyo, 

Japan) marka mikroskop ile incelenmiş ve fotoğrafları çekilmiştir.  

2.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

Çalışmada 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 

SOD enzim aktivitesi LPS uygulanan grupta kontrol grubuna, SS, VE ve SS+VE 

gruplarına göre anlamlı bir azalma göstermiştir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan 

gruplar LPS grubuna göre anlamlı bir artış göstermiş ve LPS+SS+VE uygulanan 

grupta SOD aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarına göre belirgin bir artış 

göstermiştir (Şekil 3.1). 

 

 

Şekil 3.1. Kontrol ve uygulama grupları arasında SOD aktivitelerinin 

karşılaştırılması 

Sütunlar üzerindeki harfler gruplar arasındaki farklılığı ifade etmektedir, aynı 

harfteki gruplar arasında farklılık bulunmamaktadır. 

LPS uygulanan grupta CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna ve SS, VE, SS+VE 

gruplarına göre anlamlı bir azalma göstermektedir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan 

gruplarda LPS uygulanan gruba göre anlamlı bir artış göstermiş ve LPS+SS+VE 

uygulanan grupta CAT aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarına göre daha çok 

arttığı tespit edilmiştir (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2. Kontrol ve uygulama grupları arasında CAT aktivitelerinin 

karşılaştırılması 

Sütunlar üzerindeki harfler gruplar arasındaki farklılığı ifade etmektedir, aynı 

harfteki gruplar arasında faklılık bulunmamaktadır. 

GPx aktivitesi LPS uygulanan grupta, kontrol grubu ve SS, VE, SS+VE uygulanan 

gruplara göre anlamlı bir azalma göstermiştir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan 

gruplarda LPS grubuna göre GPx aktivitesinde artış göstermiş ve LPS+SS+VE 

uygulanan grupta GPx aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarına göre daha çok artış 

olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.3). 

 

Şekil 3.3. Kontrol ve uygulama gruplarında GPx aktivitelerinin karşılaştırılması 
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Sütunlar üzerindeki harfler gruplar arasındaki farklılığı ifade etmektedir, aynı 

harfteki gruplar arasında farklılık bulunmamaktadır. 

3.2. MDA Miktarının Değerlendirilmesi 

MDA seviyesi bakımından LPS uygulanan grupla kontrol grubu ve SS, VE ve 

SS+VE uygulanan gruplar karşılaştırıldığında MDA seviyesinde anlamlı bir artış 

gözlenmiştir. Ancak LPS+SS ve LPS+VE uygulanan gruplar LPS uygulanan grupla 

karşılaştırıldığında MDA seviyesinde anlamlı bir azalma meydana geldiği 

belirlenmiştir. MDA seviyesi bakımından en fazla artış LPS uygulanan sıçanlarda 

belirlenmiştr. LPS+SS+VE uygulanan grup LPS+SS ve LPS+VE uygulanan 

gruplarla kıyaslandığında MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

olduğu görülmüştür (Şekil 3.4). 

 

 

Şekil 3.4. Kontrol ve uygulama grupları arasında MDA seviyelerinin karşılaştırılması 

Sütunlar üzerindeki harfler gruplar arasındaki farklılığı ifade etmektedir, aynı 

harfteki gruplar arasında farklılık bulunmamaktadır. 
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3.3. Histolojik Bulgular 

Kontrol grubuna ait bireylerin Hematoksilen&Eozin boyası ile boyanan 

böbreklerinde, korteksdeki distal tübül, proksimal tübül ve glomerular yumağı 

düzenli yapılanma gösterirken (Şekil 3.5), LPS uygulanan bireylerin böbreklerinde 

oldukça belirgin değişiklikler meydana geldiği tespit edildi. LPS uygulanan ratlara 

ait böbrek kesitinde hemoraji, tübüler dejenerasyon, inflamatuar hücre infiltrasyonu, 

glomerular lobulasyon, bowman kapsülünde genişlemeler ve glomerular atropi 

izlendi (Şekil 3.6 ve Şekil 3.7). LPS+SS uygulanan grupta hemoraji ve nekroz 

meydana geldiği (Şekil 3.8), LPS+VE uygulanan grupta yalnızca nekroz meydana 

geldiği görülmüştür (Şekil 3.9). LPS+SS ve LPS+VE uygulanan gruplar LPS 

uygulanan grupla karşılaştırıldığında daha az patolojik olay meydana geldiği 

görülmüştür. LPS+SS+VE uygulanan ratlarda tübüllerde dejenerasyon izlenmiştir 

(Şekil 3.10). SS ve VE’nin beraber uygulanması, ayrı ayrı uygulanmalarına oranla 

patolojik etkiyi daha da azalttığını göstermiştir. 

 

Şekil 3.5. Kontrol grubundaki ratların böbrek histolojik yapısı 

Kontrol grubuna ait hayvanların böbrek korteksinde glomerulus (G), proksimal tübül 

(P) ve distal tübül (D). X200. 
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Şekil 3.6. LPS uygulanan gruptaki sıçanların böbrek histolojik yapısı 

LPS uygulanan gruptaki sıçanların böbrek korteksinde hemoraji (↓), glomerular 

lobulasyon (→), bowman kapsülünde genişleme (▲), glomerular atropi (●), 

inflamatuar hücre infiltrasyonu (▀). X200. 

 

Şekil 3.7. LPS uygulanan gruptaki sıçanların böbrek histolojik yapısı 

LPS uygulanan gruptaki sıçanların böbrek korteksinde hemoraji (↓), glomerular 

lobulasyon (→), bowman kapsülünde genişleme (▲). X200. 
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Şekil 3.8. LPS+SSuygulanan gruptaki ratların böbrek histolojik yapısı 

LPS+SS uygulanan gruptaki hayvanların böbrek korteksinde hemoraji (↓) ve nekroz 

(+). X200. 

 

Şekil 3.9. LPS+VE uygulanan gruptaki ratların böbrek histolojik yapısı 

LPS+VE uygulanan gruba ait hayvanların böbrek korteksinde nekroz (+).  X200. 
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Şekil 3.10. LPS+SS+VE uygulanan gruptaki ratların böbrek histolojik yapısı 

LPS+SS+VE uygulanan gruba ait hayvanların böbrek korteksinde tübüler 

dejenerasyon(♦).X200
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Sepsis olayının nedeni mikroorganizmalar veya toksinler olsa da, organizmanın 

immün tepkisi yaygın inflamasyon, çoklu organ fonksiyon bozukluğu ve organ 

yetmezliği ile sonuçlanır. Organizmaya giren LPS, önce LPS bağlayıcı proteine 

bağlanır. Birçok hücre tipinde enflamatuar sitokinler, Hsp proteinleri, ROS ve reaktif 

azot türleri (NO, O2, ONOO, OH ve H2O2) üretiminde aşırı bir artış meydana gelir 

[72, 73]. Sepsis, organ fonksiyon bozukluğu ve organ ölümü, hücre hipoksisine ve 

apoptoza neden olmaktadır [74]. Apoptoz akciğer, karaciğer, böbrek ve bağırsak 

dokuda da tespit edilmiştir [75].  

Gram(-) bakterilerin hücre duvarının bir bileşeni olan LPS, laboratuvar 

hayvanlarında deneysel endotoksemi üretmek için yaygın olarak kullanılır. Her ne 

kadar E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas 

aeruginosa gibi birçok gram-negatif bakteriden LPS elde edilmiş olsa da, mevcut 

olan LPS, E. coli tiplerinden olan O26: B6, O55:B5, O111:B4 suşlarından elde 

edilmektedir. LPS ve septik şok ile ilgili metabolik, immünolojik, fizyolojik, 

toksikolojik ve farmakolojik çalışmalar yürütülmektedir. Literatürler incelendiğinde, 

uygulanan dozların 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg arasında geniş bir doz aralığına sahip 

olduğu belirlenmiştir [76, 77]. Bu çalışmada, E. coli’nin O55:B5 serotiplerinden elde 

edilen LPS kullanılmıştır. LPS, çalışmada kullanılan sıçanlara 10 mg/kg dozunda 

enjekte edilmiştir. SS ve VE verildikten 6 saat sonra böbrek dokusu üzerinde 

patolojik değişimler, MDA seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri ortaya 

konulmuştur. 

Sepsis sırasında gözlenen redoks dengesizliği, sepsis araştırmalarında çok önemli rol 

oynayan oksidatif strese, organ hasarına ve endotel disfonksiyonuna yol açmaktadır. 

Septik şoklu hastalarda antioksidan koşullarına bakıldığında retinol (Vitamin A), VE, 

beta-karoten ve likopen plazma konsantrasyonlarının azalmış olduğu tespit edildiği 

bildirilmiştir [78]. Galley ve ark. septik hastalardaki artmış redoks-reaktif demir 

konsantrasyonlarını bildirmişler ve C vitamini düzeylerinin plazma seviyelerindeki 

düşüşü, lipit peroksidasyonunun artmasından kaynaklandığını bildirmişlerdir [79]. 

MDA, hücre ve hücre içi membranlar ile ROS arasındaki etkileşmeden kaynaklanan 

lipit peroksidasyonunun son ürünüdür [80]. Peroksidasyonla oluşan MDA, membran 
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bileşenlerinin çapraz bağlanmasına ve polimerleşmesine neden olur. Bu reaksiyonlar 

sonucu, deformasyon, iyon taşınması, enzim aktivitesi ve hücre yüzeyi bileşenlerinin 

toplanması gibi içsel zar özelliklerinde değişiklikler meydana gelmektedir [81]. Bu 

özellikler nedeniyle, MDA mutajenik hücre kültürleri için genotoksik ve 

kanserojendir [74]. SOD, biyolojik sistemlerde serbest radikal kaynaklı işlemlerin 

düzenlenmesi için büyük düzenlemeye sahip bir antioksidan enzimdir [82]. SOD, 

ROS'a bir elektron vererek H2O2'yi bir süperoksit'e indirgerken, CAT ve GPx 

H2O2'yi degrade eder. Antioksidanlar, hücrede artan ROS'u yakalar, hücre zarındaki 

lipit peroksidasyonunu bloke ederek koruma sağlar. Aynı zamanda, inflamasyon 

sitokinlerin ve endotoksinin sinyal iletimini bloke eder veya inflamasyon yanıtını 

erken döneminde değiştirir, böylece hücresel aktivasyonu düzenler [83]. Bu 

çalışmada sıçanlar 6 saat LPS’ye maruz bırakılmıştır. LPS uygulanan grup, MDA 

düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bir artış göstermiş ve uygulama süresi sonunda 

kontrol grubuyla karşılaştırıldığında SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde azalma 

görülmüştür. LPS+SS, LPS+VE, LPS+SS+VE grubuna ait MDA seviyesi ve 

antioksidan enzimlerinin aktivitesi istatistiksel olarak incelendiğinde MDA 

seviyesinde azalma SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde anlamlı bir artış olduğu 

belirlenmiştir.  

LPS, memelilerde ve diğer canlı dokularda histopatolojik ve sitopatolojik 

değişikliklere neden olmaktadır. LPS'den en çok etkilenen organlar böbrek [84], 

karaciğer [74] ve akciğerler [85]’dir. Birçok çalışma, LPS’nin böbreği etkilediğini 

göstermiştir [84, 86]. Bir çalışmada, ışık mikroskobu altında yapılan inceleme 

sonucunda, LPS uygulanan sıçanların böbreklerinde dejenerasyon, nekroz ve renal 

tübüler vakuolar gibi değişiklikler bildirilmiştir [84]. Bu çalışmada, LPS’nin 6 saat 

uygulamasında sıçanlara intraperitonal olarak verilmiş olup, böbrek dokusu üzerine 

etkileri araştırılmıştır. LPS uygulanan sıçanların böbrek dokuları ışık mikroskobu 

altında incelendiğinde, kanama, inflamasyon, hücre infiltrasyonu, tübüler 

dejenerasyon, glomerüler atrofi, glomerüler lobulasyon ve Bowman kapsülünde 

dilatasyon tespit edilmiştir. Histopatolojik olarak LPS + SS, LPS + VE ve LPS + SS 

+ VE uygulama gruplarında LPS uygulanan gruba göre patolojik değişimlerde 

azalma gözlenmiştir. 
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Yüksek sepsis mortalitesi, her yıl vaka sayısındaki artış ve klinik araştırmaların 

başarısızlık sonuçları modern tıbbı sorgulamaya devam etmektedir. Sepsiste 

antimikrobiyal ve destekleyici tedavi olabilecek kanıtlanmış çok az ajan 

bulunmaktadır. Mortalite oranlarını azaltmak için sistemik bir inflamatuar yanıt 

sendromu olan sepsis ile ilgili araştırmalara daha çok ihtiyaç vardır. Sepsis 

fizyopatolojisi oldukça karmaşık olduğu için, moleküler biyolojideki gelişmeler de 

sepsis alanına yansımıştır ve bu karmaşık reaksiyonlarda birçok nokta daha anlaşılır 

hale gelmiştir. Bu çalışmada VE ve/veya SS, sıçanlarda LPS ile indüklenen 

nefrotoksisiteyi önemli ölçüde azaltmıştır, fakat tamamen koruyamamıştır. Buna 

rağmen, antioksidanların veya kombinasyonlarının en koruyucu olanının etkisini 

bulmak için daha fazla çalışma yapılmalı ve böylece ölümler azaltılmalıdır.
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