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OZET
Bir endotoksin olarak lipopolisakkarit (LPS), gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarinin  bir kismini olusturur ve canli dokuya girdikten sonra bir akut
iltihaplanmanin baslatilmasindan sorumludur. Bu ¢alismada, erkek sicanlar sekiz
gruba ayrildi: 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
degisiklikler 6 saat sonunda kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
LPS ile muamele edilen grup ve LPS+SS+VE ile muamele edilen grup kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, antioksidan enzim aktiviteleri azalmis; histolojik degisimler
ve MDA seviyesi 6 saat sonunda artmistir. Bununla birlikte, LPS + SS ve/veya VE
ile muamele edilen grup, LPS ile muamele edilen grup ile karsilastirildiginda, SOD,
CAT ve GPx aktivitesi artmis ve uygulama periyodunun sonunda histolojik
degisimler ve MDA seviyeleri anlamli olarak azalmistir. LPS+SS ve/veya VE
uygulanan grupla LPS uygulanan gruplarda bobregin histolojik yapisindaki
degisiklikler azalmigtir. Sonug olarak, antioksidanlarin birlikte kullanilmasi, LPS'ye

kars1 tek basina kullanimindan daha koruyucu oldugu belirlenmistir.



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.GIRIS

Hiicrelerde bulunan okside olabilecek lipit, karbonhidrat, protein ve DNA gibi
maddelerin oksidasyonunu geciktirebilen veya dnleyen maddelere ‘antioksidanlar’
denir. Antioksidanlar, antioksidan savunma sistemini olusturur [1]. Insan saghg: i¢in
biiyiilk 6neme sahip olan antioksidanlarin etkileri {lizerine c¢aligmalar giinden giine
artmaktadir. Antioksidanlar, toksik maddelerden korunma bakimindan viicut

savunmasinda etkin rol oynarlar ve serbest radikallerle savasirlar [2].

Gram (-) bakterilerin hiicre duvar yapisinda yer alan LPS, bagisiklik sistemi
tarafindan taninabilen bir dogal bakteriyel tiriindiir. Gram (-) bakteri hiicre duvari;
icte peptidoglikan tabaka, dista lipopolisakkaridler, fosfolipitler ve proteinlerden
olusur [3]. LPS; lipit A, c¢ekirdek oligosakkarit ve Yyineleyen polisakkarit
zincirlerinden olugmaktadir. D1s kismindaki O-antijen yapisinin bakteri tiirlerine gore
antijenitesi bulunmaktadir. Orta kisimda ¢ekirdek bdlge yer alir ve bu bolge daha az

antijenik ozellik gostermektedir. En igteki bolgede ise lipit A yapisi bulunmaktadir

[4].

Escheriachia coli (E. coli)’den izole olarak elde edilen LPS, deneysel sepsis
caligmalarinda siklikla tercih edilir. Liyofilize LPS suda ¢ozilir ve deney
hayvanlarina periton veya damardan uygulanir. Canli dokuya girdikten sonra bir akut
yangi baglatir [5]. LPS’nin toksik bileseni olan Lipit A; septik siirecin baglamasinda
ve ilerlemesinde Onemlidir. Serbest radikaller oksidatif stres olusturur ve oksidatif

stres endotoksik sok ile yiiksek mortaliteye neden olur [6, 7].

Hiicrenin yikimi veya hizli biiylimesi sirasinda agiga ¢ikarak sepsis/endotoksemide
olaylar dizisini baglatan anahtar molekiildiir. Endotoksin hiicre membraninda
bulundugu siirece inaktiftir [8]. E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa gibi bircok Gram (-) bakteriden elde
edilebilmesine ragmen deneysel ¢alismalar E. coli’den elde edilen LPS’ler iizerinde
yogunlagmistir. Genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilen LPS
deneysel calisma protokolleri esas alinarak, suda ¢oziilerek deney hayvanlarina

damar i¢ine veya peritonal olarak tek doz ve/veya infiizyon seklinde verilir. Yapilan

1



calismalarda uygulanan dozun 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg gibi genis bir doz araligina
sahip oldugu gorulmustir [9, 10].

1.1. Sodyum Selenit

Selenyum olarakta bilinen sodyum selenit (SS), suda ¢oziinebilen, insan viicudu igin
de belirli oranda faydali olan bir maddedir ve deniz firiinlerinde, yumurtada,
tahillarda, sebzelerde, karacigerin kimyasal yapisinda bulunmaktadir [11].

Selenyum, sebzelerde, tahillarda ve deniz mabhsiillerinde ¢ok miktarda
bulundugundan bu besinler 6nemli diyet kaynaklaridir. Selenyumca zengin bir
diyetle beslenilmesi ile Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi arasinda yiliksek
bir korelasyon bulunmaktadir [12]. Selenyum kayalar ve toprakta kati halde, suda
erimis halde bulunmakta, toprak ve sudan insanlara, bitkilere ve mantarlara kadar
gecip tekrar gevreye donmektedir [13].

Yapilan ¢alismalarda selenyumun biyolojik sistemler agisindan 6dnemli bir element
oldugu ortaya konulmustur. Selenyum uygulamasi ile karacigerde deneysel olarak
meydana getirilen tiimdrlerde % 50 civarinda bir iyilesme meydana geldigi
vurgulanmigtir [14]. Selenyum, insan ve hayvan dokulari i¢in antioksidan ozellik
gosteren Onemli bir elementtir [15]. Son yillarda yapilan calismalarda deney
hayvanlarina selenyum olarak bilinen sodyum selenit verilmektedir [16, 17]. Yapilan
aragtirmalarda insanlarda sodyum selenitin %90’1nin biyolojik sistemler tarafindan
absorbe edildigi ve dokularda dagildig1 gosterilmistir [18]. Selenyum kullanimi ile
ilgili yapilan bir calismada prostat, akciger, kolon kanseri riskini azalttigi
gosterilmigtir [19]. Selenyumun antikarsinojenik etkisinin yaninda [20], hiicre
biiyiimesinin ve tiroid hormon metabolizmasinin diizenlenmesi gibi goérevleri de
bulunmaktadir [21]. Selenyum baz1 hastaliklardan korunmada, kimyasallarin neden
oldugu anormallikleri azaltmada onemli rol oynamaktadir [22]. Katarakt, kas
distrofisi, artrit, hemofilik anemi, gece korligii gibi hastaliklar insanlardaki
selenyumla baglantili oldugu diisiiniilen hastaliklar olarak bilinmektedir [23].
Yapilan bir ¢alismada adriomisin maddesine maruz kalan tavsanlarda kalp dokusu
incelemelerinde meydana gelen degisikliklerin selenyum uygulamasinda kalbin

histolojik yapisin1 korudugu belirtilmistir [24].



Selenyumun eksik oldugu diyetle beslenen ratlarda incelenen dokuda sitozolik GPx
aktivitesinde % 87 azalma g6zlenmis ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonu igin

onemli oldugu ortaya koyulmustur [25].

1.2. Vitamin E
Vitamin E; ilk kez Evans ve Bishop tarafindan 1922 yilinda kesfedilmistir [26]. a-

tokoferol olarak adlandirilan vitamin E, 1936 yilinda bugday tohumundan ekstrakte
edilmistir [27]. Bitkisel siv1 yaglar, hayvansal yaglar, et, yumurta gibi besinlerde ve
karacigerde bulunur. Anne siitiinde oldukga fazladir [28]. Vitamin E’nin giinlikk
gereksinimi ¢ocuklarda 3-10 mg, yetiskin erkeklerde 10 mg ve kadinlarda 8§ mg
arasinda degismektedir [29]. a-tokoferol, dokularda farkli konsantrasyonlarda
bulunur ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder [30].

a-Tokoferol, dokularda farkli konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek E vitamini
konsantrasyonlari, mikrozomlar ve mitokondriyon gibi membranca zengin hiicre
yapilarindandir. Sitozol ve peroksizomda ise daha az bulunur [31].

Diyetle alinan ve enzimatik olmayan vitamin E, hayvanlarda hiicre farklilagmasi ve
fonksiyonu i¢in gereklidir [32]. Doganin bilinen en etkili zincir kiric1 antioksidanidir
[33]. Kalp kasi hiicrelerinin metabolik fonksiyonlarni diizenleyen veya onaran,
membran bilesenlerinin lipofilik 6zellikteki 6nemli bir zincir kiric1 antioksidanmidir
[34]. Vitamin E’nin antioksidan fonksiyonunun temeli; lipoproteinlerde ve hiicre
membranlarinda, lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu kirmak ve olusan
peroksil radikallerini yakalamaya dayanmaktadir [35, 36].

Vitamin E’nin hiicre i¢i savunmayi arttirma mekanizmalarinin hemen hepsinde etkin
bir sekilde bulundugu ve bu nedenle genis bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu
gosterilmistir [37].

Yapilan pek c¢ok g¢alismada; vitamin E’nin Dbiyolojik sistemlerde lipit
peroksidasyonunu azaltarak, serbest radikal olusumunu engelledigi ortaya
koyulmustur [38-40].

Agir metaller ve kimyasallara maruz kalmis ratlarda yapilan bir¢cok c¢alismada;

vitamin E’nin toksik etkilere kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir [41, 42].



1.3. Oksidatif Stres

Oksidatif denge, organizmada serbest radikallerin olusma hiz1 ile olusan radikallerin
ortadan kaldirilma hizinin dengede olmasi durumudur. Dengenin bozulmasina,
radikallerin olusum hizinda meydana gelen artma ya da ortadan kaldirilma hizindaki
bir diisiis neden olabilir. Bu durum ‘oksidatif stres’ olarak adlandirilir. Sonugta, doku
hasarma yol agan bu durum; antioksidan savunma mekanizmasi ile serbest radikal
olusumu arasindaki dengenin bozuldugunu gostermektedir [43]. Serbest radikaller
gevresel faktorlerle etkilesimde bulunmakta ve viicutta normal metabolik siiregte
tiretilebilmektedirler. Bu radikallerin  yol agtigi olumsuz sonuglara karsi

antioksidanlar fizyolojik olarak viicudu savunmaktadirlar [44].

1.4. Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerin doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son iiriinlerden biri MDA ’dir. Ikiden fazla ¢ift bag iceren doymamus yag asitlerinin
peroksidasyonu ile olusan MDA, lipit peroksidasyonunun en yaygin olarak bilinen
son iriiniidiir. MDA’nin nonpolar o6zellikte ve nispeten kiiclik yapili olmasi
biyomolekiillerle etkilesimini kolaylastirmakta ve membranlar basta olmak iizere,
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir [45, 46]. Lipit
peroksidasyonunun saptanmasinda, artan MDA igerigi oksidatif membran hasarinin
onemli gostergesidir [47-49]. MDA’ ’nin tiim bu Ozellikleri sebebiyle genotoksik,
mutajenik ve karsinojenik oldugu belirtilmektedir [50]. Ayrica bir aldehit tiirevi olan
MDA, niikleik asitler, fosfolipitler ve proteinlerin amino gruplart ile reaksiyona

girerek yapilarinin bozulmasina da yol agmaktadir [51].

1.5. Antioksidan Enzimler

Canl1 hiicrelerde bulunan DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddeler antioksidanlardir
[52]. Antioksidanlar yapilarina gore; enzimatik yapida olanlar (sliperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GPx) ve enzimatik yapida
olmayanlar (vitamin E, vitamin A, vitamin C) olarak gruplandirilabilir [53]. Aerobik
organizmalar oksijen toksisitesinden baslica li¢ enzim yardimiyla korunur. Bu

enzimler; SOD, CAT ve GPx’tir [54].



1.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enziminin antioksidan 6zelligi ilk kez 1968 yilinda bir gurup arastirmaci
tarafindan yapilan arastirmalar sonucu anlagilmigtir [55]. Hiicre i¢i antioksidanlarin
en Onemlilerinden olan SOD, oksidasyon metabolizmasinin toksik siiperoksit
anyonunu daha zararsiz olan hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene (Oy)

doniistimiinii katalizler [56].

1.5.2. Katalaz (CAT)

CAT, SOD enziminin de etkisiyle, H,O,’nin su ve molekiiler oksijene doniistimiinii
saglamaktadir [19]. Hayvanlarda 6zellikle eritrositlerin  sitoplazmasinda ve
hepatositlerin mitokondrisinde yogun olarak yer almaktadir [57]. Organizmaya
disaridan gelen canli veya cansiz etkenlerin Oniine gegerek hiicreyi kendi solunumsal
patlamasma karst korumaktadir [58]. H,O, konsantrasyonunun yiiksek oldugu
durumlarda CAT detoksifikasyonunu saglarken, konsantrasyon diisiikligiinde GPx

enzimi gérev almaktadir [59].

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

H,O,’in suya doniisiimiinden sorumludur ve bu nedenle H,0, seviyesini
azaltmaktadir [60]. Yapisinda 4 selenyum atomu bulunan, tetramerik yapida, lipit
peroksidasyonunun baslamasini ve devam etmesini inhibe edici 6zellikte, 84 kDa
molekil agirliginda bir molekiildiir [61]. E vitamini yetersizliginde membran

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

1.6. Bobrek

Yasamsal organlardan biri olan; viicudun homeostasisinin diizenlenmesi, viicuttaki
yabanci kimyasallarin uzaklastirilmasi, asit-baz dengesinin korunmasi, arteriyel kan
basincinin diizenlenmesi, eritrosit iretiminin diizenlenmesi, sivi ve elektrolit
dengenin saglanmasi bobregin gorevlerindendir [62]. Bobregin en kiigiik fonksiyonel
birimi nefrondur [63]. Her bir bobrekte medulla ve kortekste bulunan 1-2 milyon
kadar nefron vardir [64]. Plazmadaki maddelerin siiziilmesini nefronlardaki
glomeriiluslar saglar [18]. Bu nedenle organizmaya yabanci gesitli bilesikler igin

hedef yapilardir [65].



Glomeriilin; kandan atik maddeleri uzaklastirmak, su, sodyum ve ire gibi
molekiilleri siizme gibi fonksiyonlar1 vardir. Ure, karacigerde meydana gelir ve
amonyagin detoksifikasyonunu saglayan bir molekiildiir [66].

Nefrotoksik ~ maddeler  nefronlarin  dstlendigi  fonksiyonlar1  etkileyerek
nefrotoksisiteye neden olur [18]. Bu durum olusan atiklarin atilmasini sekteye
ugratarak viicut sivi miktar1 ve elektrolit dengesini bozarak sistemik toksisiteye
neden olabilir [67]. Toksik maddenin yapisina, maruz kalma siiresine ve toksik
maddenin dozuna gore; kimi zaman geri doniisiimii miimkiin ancak kimi zaman
miimkiin olmayacak sekilde hiicre 6liimlerine yol agabilir [18].

Bu calismada, toksik bir madde olan LPS’nin ratlarin bobrek dokusunda sebep
oldugu hasara karsilik, antioksidan 6zellige sahip SS ve VE’nin koruyucu roliiniin
ortaya konulmasi amaglanmistir. Calismada sadece antioksidan enzim aktiviteleri

degil ayn1 zamanda bobrekte meydana gelen histolojik degisikliklerde incelenmistir.



2. MATERYAL VE YONTEM

Calisma, Yozgat Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,

Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

2.1. Hayvanlar

Bu calisma Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (HAYDEK) (16/133) etik kurul onay1 alinarak gercgeklestirilmistir.
Arastirmada erkek Wistar siganlar1 kullanilmigtir (yaklagik 300-320 gr agirliginda).
Sicanlar, her kafeste 7 rat olacak sekilde konulmustur. Toplamda 8 grup
olusturulmustur. Su ve standart laboratuvar diyeti ile beslenen hayvanlara 22-30 °C
oda sicakliginda, aydinlik/karanlik (12 saat/12 saat) fotoperiyodu uygulanmustir.

Sicanlarda uygulama yapilmadan 10 giin 6nce karantina altina alinmiglardir.

2.2. Kimyasallar

Deneyde hayvanlara 3 madde uygulanmistir. Bunlar;

- Lipopolisakkarit (LPS)

- Sodyum selenit (SS)

- Vitamin E (VE)

Uygulanan kimyasal maddeler LPS ve SS Sigma’dan, VE Merck’den temin
edilmistir. VE misir yaginda, SS ve LPS su icinde ¢oziildiikkten sonra hayvanlara

uygulanmigtir.

2.3. Hayvanlara uygulama plani

Sicanlar, kontrol gurubu (n=7) ve uygulama gurubu (n=49) olarak ikiye ayrilmistir.
Deneyde olusturulan gruplar ve gruplardaki hayvanlara uygulanan madde miktarlar
Tablo 1°de verilmistir. Deneyde olusturulan gruplar;

Grup: Kontrol grubu

Grup: VE uygulanan grup

Grup: SS uygulanan grup

Grup: VE+SS uygulanan grup

Grup: LPS uygulanan grup

Grup: LPS+VE uygulanan grup

Grup: LPS+SS uygulanan grup

L N o g B~ WD PE

. Grup: LPS+VE+SS uygulanan grup



Tablo 2.1. Deneyde olusturulan gruplar ve uygulanan madde miktarlari

Grup No | Gruplar Hayvan | Uygulanan Madde Miktar1 Uygulama
Sayist Stiresi
1 Kontrol 7 -
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 -IC—U'
6 LPS+VE 7 10 mg/kg v.a LPS g
200 mg/kg v.a VE o
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 uygulanmamustir.

2.3.2 Vitamin E Uygulanan Grup

Her bir rata 200 mg/kg v.a (viicut agirligl) vitamin E, misir yaginda ¢oziilerek oral

gavaj yoluyla verilmistir.

2.3.3 Sodyum Selenit Uygulanan Grup

Her bir rata 0.35 mg/kg v.a SS, suda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

2.3.4 Vitamin E + Sodyum selenit Uygulanan Grup

Her bir rata 200 mg/kg v.a Vitamin E, misir yaginda coziilerek; 0.35 mg/kg v.a

sodyum selenit, suda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

2.3.5 LPS Uygulanan Grup

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

uygulanmustir.




2.3.6 LPS + Vitamin E Uygulanan Grup

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda ¢oziilerek i.p olarak; 200 mg/kg v.a vitamin E,
misir yaginda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

2.3.7 LPS + SS Uygulanan Grup

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda ¢oziilerek i.p olarak; 0.35 mg/kg v.a SS, suda
coziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

2.3.8 LPS+SS+VE Uygulanan Grup

Her bir rata 10 mg/kg v.a LPS, suda ¢oziilerek i.p olarak; 0.35 mg/kg v.a SS, suda
coziilerek ve 200 mg/kg v.a VE, misir yaginda coziilerek oral gavaj yoluyla

verilmigtir.

2.4 Malondialdehit (MDA) Miktarimin Belirlenmesi

Stipernatantlar MDA miktarinin tayini i¢in 10 dakika 4.000 g’de santrifiij edilmistir.
Ohkawa ve ark. [68]’nin metodu kullanilarak tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona
giren LPO’nun son {iriinii olan MDA miktar 6l¢iilmiistiir. TBA ilave edilmis olan
karisimin spektrofotometrede 532 nm’de absorbansi okunmustur. MDA miktari

nmol/mg protein olarak verilmistir.
2.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar SOD enzim aktivitesinin tayini i¢in 4 °C’de 10 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Aktivite tayini i¢in Marklund ve Marklund’un [69] metodu
kullanilmistir.  Oncelikle kiivetlere Tris-EDTA tamponu ve farkli hacimlerde
siipernatant eklenerek Tlzerlerine enzim kaynag: ilave edilmistir. Ardindan bu
karisimlara pyrogallol konulmus ve spektrofotometrede 440 nm’de absorbans
Olgiimii yapilmigtir. Hesaplamalar yapildiktan sonra aktivite U/mg protein olarak

verilmistir.

2.5.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar CAT enzim aktivitesinin tayini i¢in 4 °C’de 10 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Aktivite, Aebi [70] tarafindan ortaya konulan metot ile tayin
edilmistir. Ilk etapta siipernatanta peroksizomlardaki CAT 1 ag13a ¢ikarmak amaci ile

Triton X-100 ilave edilmistir, daha sonra H,O, eklenmis ve absorbans 240 nm’de



Olgiilmistiir. Hesaplamalarin ardindan enzim aktivitesi U/mg protein birimiyle

verilmistir.

2.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar GPx enzim aktivitesinin tayini igin 4 °C’de 20 dakika 16.000 g’de
santrifiij edilmistir. GPx aktivitesinin belirlenmesi i¢in Paglia ve Valentine [71]’nin
metodu uygulanmistir. Bu yontem, GR’nin 340 nm’de nikotinamid-adenin-
diniikleotid hidrojen fosfat’st (NADPH) okside etmesi ile olusan absorbansin
Olgiilmesi prensibine dayanmaktadir. NADPH’mn Nikotinamid-adenin-dintikleotid
fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur,
bdylece dolayli olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu karigimin
tizerine H,O; eklenerek enzimatik reaksiyon baslatilmis ve 3 dakika boyunca 340
nm’de absorbanslar okunmustur. Enziminin spesifik aktivitesi U/mg protein olarak

verilmigtir.

2.6. Isikk Mikroskobu Incelemeleri

Disekte edilen hayvanlardan alinan bobrek dokulari 151k mikroskobu incelemeleri
icin formaldehit fiksatifi i¢ine konularak tespit edilmistir. Fiksasyon asamasinin
ardindan yikama ve dehidrasyon islemleri yapilmistir. Daha sonra dokular parafin
bloklar haline getirilmistir. Hazirlanmis olan bloklardan mikrotom (Leica RM2255)
ile 6-7 p kalinhiginda kesitler alinmistir. Bu kesitler hematoksilen-eozin ile
boyanmis, fotograf makinesi atagmanli Olympus BX 51 (Olympus Corp. Tokyo,

Japan) marka mikroskop ile incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada verilen istatistiksel analizlerin tamam1 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.

10



3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

SOD enzim aktivitesi LPS uygulanan grupta kontrol grubuna, SS, VE ve SS+VE
gruplarima gore anlamli bir azalma gostermistir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan
gruplar LPS grubuna gore anlamli bir artis gostermis ve LPS+SS+VE uygulanan
grupta SOD aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarmma gore belirgin bir artis
gostermistir (Sekil 3.1).

SOD (U/mg protein)

800
700
600
500
400
300
200
100 .

0

Kontrol SS+VE LPS+SS LPS+VE LPS+SS+VE

Sekil 3.1. Kontrol ve wuygulama gruplar1 arasinda SOD aktivitelerinin
karsilastirilmasi

Stitunlar iizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni
harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

LPS uygulanan grupta CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna ve SS, VE, SS+VE
gruplaria gore anlamli bir azalma gostermektedir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan
gruplarda LPS uygulanan gruba gore anlamli bir artis gostermis ve LPS+SS+VE
uygulanan grupta CAT aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarina gore daha ¢ok
arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.2).
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CAT (U/mg protein)
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Kontrol SS+VE LPS+SS LPS+VE LPS+SS+VE

Sekil 3.2. Kontrol ve uygulama gruplart arasinda CAT aktivitelerinin
karsilastirilmast

Siitunlar iizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni
harfteki gruplar arasinda faklilik bulunmamaktadir.

GPx aktivitesi LPS uygulanan grupta, kontrol grubu ve SS, VE, SS+VE uygulanan
gruplara gore anlamli bir azalma gostermistir. LPS+SS ve LPS+VE uygulanan
gruplarda LPS grubuna gore GPx aktivitesinde artis gostermis ve LPS+SS+VE
uygulanan grupta GPx aktivitesi LPS+SS ve LPS+VE gruplarina gore daha ¢ok artis
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3).

GPx (U/mg protein)
35
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5
0
Kontrol SS+VE LPS+SS LPS+VE LPS+SS+VE

Sekil 3.3. Kontrol ve uygulama gruplarinda GPx aktivitelerinin karsilastirilmasi
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Stitunlar iizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

3.2. MDA Miktarinin Degerlendirilmesi

MDA seviyesi bakimindan LPS uygulanan grupla kontrol grubu ve SS, VE ve
SS+VE uygulanan gruplar karsilastirildiginda MDA seviyesinde anlamli bir artis
gozlenmistir. Ancak LPS+SS ve LPS+VE uygulanan gruplar LPS uygulanan grupla
karsilagtirildiginda MDA seviyesinde anlamli bir azalma meydana geldigi
belirlenmistir. MDA seviyesi bakimindan en fazla artis LPS uygulanan Siganlarda
belirlenmistr. LPS+SS+VE uygulanan grup LPS+SS ve LPS+VE uygulanan
gruplarla kiyaslandiginda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma

oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.4).

MDA (nmol/mg protein)
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1
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Kontrol SS+VE LPS+SS LPS+VE LPS+SS+VE

Sekil 3.4. Kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda MDA seviyelerinin karsilastiriimasi
Stitunlar iizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

13



3.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bireylerin Hematoksilen&Eozin boyast 1ile boyanan
bobreklerinde, korteksdeki distal tiibiil, proksimal tiibiill ve glomerular yumagi
diizenli yapilanma gosterirken (Sekil 3.5), LPS uygulanan bireylerin bobreklerinde
oldukca belirgin degisiklikler meydana geldigi tespit edildi. LPS uygulanan ratlara
ait bobrek kesitinde hemoraji, tiibiiler dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
glomerular lobulasyon, bowman kapsiilinde genislemeler ve glomerular atropi
izlendi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). LPS+SS uygulanan grupta hemoraji ve nekroz
meydana geldigi (Sekil 3.8), LPS+VE uygulanan grupta yalnizca nekroz meydana
geldigi gorilmistir (Sekil 3.9). LPS+SS ve LPS+VE uygulanan gruplar LPS
uygulanan grupla karsilastirildiginda daha az patolojik olay meydana geldigi
goriilmistir. LPS+SS+VE uygulanan ratlarda tiibiillerde dejenerasyon izlenmistir

(Sekil 3.10). SS ve VE’nin beraber uygulanmasi, ayri ayri uygulanmalarina oranla

patolojik etkiyi daha da azalttigin1 géstermistir.

Sekil 3.5. Kontrol grubundaki ratlarin bobrek histolojik yapisi

Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde glomerulus (G), proksimal tiibiil
(P) ve distal tiibiil (D). X200.
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Sekil 3.6. LPS uygulanan gruptaki si¢anlarin bobrek histolojik yapisi

LPS uygulanan gruptaki si¢anlarin bobrek korteksinde hemoraji (|), glomerular
lobulasyon (—), bowman kapsiiliinde genisleme (A), glomerular atropi (e),
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (m). X200.

Sekil 3.7. LPS uygulanan gruptaki siganlarin bobrek histolojik yapisi

LPS uygulanan gruptaki siganlarin bobrek korteksinde hemoraji (]), glomerular
lobulasyon (—), bowman kapsiiliinde genisleme (A ). X200.
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Sekil 3.8. LPS+SSuygulanan gruptaki ratlarin bobrek histolojik yapisi

LPS+SS uygulanan gruptaki hayvanlarin bobrek korteksinde hemoraji (|) ve nekroz
(+). X200.

Sekil 3.9. LPS+VE uygulanan gruptaki ratlarin bobrek histolojik yapist

LPS+VE uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde nekroz (+). X200.

16



Sekil 3.10. LPS+SS+VE uygulanan gruptaki ratlarin bobrek histolojik yapist

LPS+SS+VE uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde tiibiiler
dejenerasyon(+4).X200
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4. TARTISMA VE SONUC

Sepsis olaymin nedeni mikroorganizmalar veya toksinler olsa da, organizmanin
immiin tepkisi yaygin inflamasyon, ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu ve organ
yetmezligi ile sonuglanir. Organizmaya giren LPS, o6nce LPS baglayic1 proteine
baglanir. Birgok hiicre tipinde enflamatuar sitokinler, Hsp proteinleri, ROS ve reaktif
azot tiirleri (NO, O,, ONOO, OH ve H;0,) iiretiminde asir1 bir artis meydana gelir
[72, 73]. Sepsis, organ fonksiyon bozuklugu ve organ 6liimii, hiicre hipoksisine ve
apoptoza neden olmaktadir [74]. Apoptoz akciger, karaciger, bobrek ve bagirsak
dokuda da tespit edilmistir [75].

Gram(-) bakterilerin hiicre duvarmin bir bileseni olan LPS, laboratuvar
hayvanlarinda deneysel endotoksemi iliretmek ic¢in yaygin olarak kullanilir. Her ne
kadar E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa gibi bir¢ok gram-negatif bakteriden LPS elde edilmis olsa da, mevcut
olan LPS, E. coli tiplerinden olan O26: B6, O55:B5, O111:B4 suslarindan elde
edilmektedir. LPS ve septik sok ile ilgili metabolik, immiinolojik, fizyolojik,
toksikolojik ve farmakolojik ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Literatiirler incelendiginde,
uygulanan dozlarin 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg arasinda genis bir doz araligina sahip
oldugu belirlenmistir [76, 77]. Bu ¢alismada, E. coli’nin O55:B5 serotiplerinden elde
edilen LPS kullanilmistir. LPS, ¢alismada kullanilan siganlara 10 mg/kg dozunda
enjekte edilmistir. SS ve VE verildikten 6 saat sonra bobrek dokusu iizerinde
patolojik degisimler, MDA seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri ortaya
konulmustur.

Sepsis sirasinda gozlenen redoks dengesizligi, sepsis arastirmalarinda ¢ok énemli rol
oynayan oksidatif strese, organ hasarina ve endotel disfonksiyonuna yol agmaktadir.
Septik soklu hastalarda antioksidan kosullarina bakildiginda retinol (Vitamin A), VE,
beta-karoten ve likopen plazma konsantrasyonlarinin azalmis oldugu tespit edildigi
bildirilmistir [78]. Galley ve ark. septik hastalardaki artmis redoks-reaktif demir
konsantrasyonlarini bildirmisler ve C vitamini diizeylerinin plazma seviyelerindeKi
diististi, lipit peroksidasyonunun artmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir [79].
MDA, hiicre ve hiicre i¢i membranlar ile ROS arasindaki etkilesmeden kaynaklanan

lipit peroksidasyonunun son triiniidiir [80]. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
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bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerlesmesine neden olur. Bu reaksiyonlar
sonucu, deformasyon, iyon tasinmasi, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyi bilesenlerinin
toplanmasi gibi igsel zar 6zelliklerinde degisiklikler meydana gelmektedir [81]. Bu
ozellikler nedeniyle, MDA mutajenik hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve
kanserojendir [74]. SOD, biyolojik sistemlerde serbest radikal kaynakli islemlerin
diizenlenmesi i¢in biiylik diizenlemeye sahip bir antioksidan enzimdir [82]. SOD,
ROS'a bir elektron vererek H,O,'yi bir siiperoksit'e indirgerken, CAT ve GPx
H,O,'yi degrade eder. Antioksidanlar, hiicrede artan ROS'u yakalar, hiicre zarindaki
lipit peroksidasyonunu bloke ederek koruma saglar. Ayni zamanda, inflamasyon
sitokinlerin ve endotoksinin sinyal iletimini bloke eder veya inflamasyon yanitini
erken doneminde degistirir, bdylece hiicresel aktivasyonu diizenler [83]. Bu
caligmada siganlar 6 saat LPS’ye maruz birakilmistir. LPS uygulanan grup, MDA
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermis ve uygulama siiresi sonunda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde azalma
goriilmistir. LPS+SS, LPS+VE, LPS+SS+VE grubuna ait MDA seviyesi ve
antioksidan enzimlerinin aktivitesi istatistiksel olarak incelendiginde MDA
seviyesinde azalma SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde anlaml1 bir artig oldugu
belirlenmistir.

LPS, memelilerde ve diger canli dokularda histopatolojik ve sitopatolojik
degisikliklere neden olmaktadir. LPS'den en ¢ok etkilenen organlar bobrek [84],
karaciger [74] ve akcigerler [85]’dir. Bir¢cok ¢alisma, LPS’nin bdbregi etkiledigini
gostermistir [84, 86]. Bir c¢alismada, 151tk mikroskobu altinda yapilan inceleme
sonucunda, LPS uygulanan siganlarin bobreklerinde dejenerasyon, nekroz ve renal
tiibiiler vakuolar gibi degisiklikler bildirilmistir [84]. Bu ¢alismada, LPS’nin 6 saat
uygulamasinda siganlara intraperitonal olarak verilmis olup, bobrek dokusu iizerine
etkileri arastirtlmistir. LPS uygulanan siganlarin bobrek dokulari 1s1tk mikroskobu
altinda incelendiginde, kanama, inflamasyon, hiicre infiltrasyonu, tiibiiler
dejenerasyon, glomeriiler atrofi, glomeriiler lobulasyon ve Bowman kapsiiliinde
dilatasyon tespit edilmistir. Histopatolojik olarak LPS + SS, LPS + VE ve LPS + SS
+ VE uygulama gruplarinda LPS uygulanan gruba gore patolojik degisimlerde

azalma gozlenmistir.
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Yiiksek sepsis mortalitesi, her yil vaka sayisindaki artis ve klinik arastirmalarin
basarisizlik sonuglart modern tibb1 sorgulamaya devam etmektedir. Sepsiste
antimikrobiyal ve destekleyici tedavi olabilecek kanitlanmis ¢ok az ajan
bulunmaktadir. Mortalite oranlarini azaltmak igin sistemik bir inflamatuar yanit
sendromu olan sepsis ile ilgili arastirmalara daha c¢ok ihtiyag vardir. Sepsis
fizyopatolojisi oldukca karmasik oldugu icin, molekiiler biyolojideki gelismeler de
sepsis alanina yansimistir ve bu karmasik reaksiyonlarda bir¢ok nokta daha anlasilir
hale gelmistir. Bu calismada VE ve/veya SS, sicanlarda LPS ile indiiklenen
nefrotoksisiteyi 6nemli Ol¢lide azaltmustir, fakat tamamen koruyamamistir. Buna
ragmen, antioksidanlarin veya kombinasyonlarinin en koruyucu olaninin etkisini

bulmak i¢in daha fazla calisma yapilmali ve bdylece Oliimler azaltilmalidir.
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